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Abstract: To develop a HPLC-DAD-ESI-TOF /M S analysis method for the determ inat ion o f

gentiop icroside and loganic ac id inRad ix gentianae samples and for the research of their fingerprints. The

samp les w ere extracted usingASE for 10m in under 100 e and 9165MPa, and div ided into w ater phase

and chloroform phase and analyzed them w ith HPLC-DAD-ESI-TOF /MS method respectively. Based on

th is method, theHPLC fingerprints o fRadix gentianae were established. Compar ing the spectrog ram and

mass spectrum of the chromatog ram peak w ith the reference value, three compounds in w ater phase w ere

ident ified as gentiop icroside, asafe tida ac id and loganic acid. There is no repo rt o f the compounds in

ch loro form phase. The content of gentiopicroside and loganic ac id in samples of d ifferent groups w ere

determ ined, separately. The fingerprints w ere compared by the so ftw are of the sim ilarity evaluat ion system

for chrom atographic fingerprin .t The w ater phase fingerprint congruence coefficients o f samples from six

different areas w ere above 0190, how ever, the chloroform phase f ingerprint congruence coefficients w ere

w ithin 0162- 0199. Th is method can be used for determ inat ion o f po tent component in Rad ix gen tianae

and its qua lity contro.l Radix gentianae from different produc ing areas have the largest diversities, and the

diversities embod ied in the content o f chloroform phase compounds.

K ey words: Rad ix gentianae; gent iopicroside; loganic acid; t ime of f light mass spectrum;

fingerprints

  龙胆 (Rad ix gentianae )又名胆草, 为龙胆科植 物龙胆 ( G entiana scabra Bge. )的根及根茎; 性寒,

味苦, 可用于清热燥湿, 泻肝胆火。其主要化学成

分为裂环烯醚萜苷类化合物, 三萜类化合物, 多糖

类化合物以及生物碱等
[ 1, 2]
。龙胆苦苷 ( C16H20O9 )

和马钱子苷酸 ( C16H24O10 )是龙胆药材中含量较高

的 2种活性成分, 属于裂环烯醚萜苷类化合物,
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2005版药典以龙胆苦苷为指标性成分对龙胆进行

鉴别和含量测定。目前对龙胆的研究主要集中在龙

胆苦苷的 HPLC测定和从中分离纯化出各种不同的

化合物
[ 3~ 6]
。加速溶剂提取法 ( accelerated solvent

ex tract ion, ASE )是一种在较高温度和压力的条件下

提取的自动化方法。与其他提取方法相比, 具有溶

剂用量少、快速、提取效率高等优点
[ 7, 8]
。本文将

ASE技术应用于龙胆活性成分的提取研究; 采用

HPLC-DAD-ESI-TOF /MS联用技术对龙胆苦苷和马

钱子苷酸进行含量测定和化合物鉴别, 并在此基础

上建立了龙胆药材的二元特征指纹图谱。

材料与方法

仪器与试剂  A gilent 1100型高效液相色谱仪

(美国 Ag ilent公司 ) , G1969A型电喷雾飞行时间质

谱仪 (美国 Ag ilent公司 ), ASE-100型加速溶剂萃取

系统 (美国 D IONEX公司 )。甲醇、乙醇、氯仿等为

分析纯试剂 (上海化学试剂厂 ) , 乙腈, 冰醋酸为色

谱纯试剂 ( F isher公司 ) , 实验用水为 M ill-iQ超纯

水。龙胆苦苷和马钱子苷酸对照品购自中国药品生

物制品检定所,纯度为 95%。本文所采用的龙胆样

品由山东绿叶制药集团提供。

液相色谱条件  色谱柱: A lltima C8柱 ( 250

mm @ 416 mm, 5 Lm ), 流动相为 012% 乙酸溶液
(A ) ,色谱纯乙腈 ( B ), 梯度洗脱 :t 0- 20- 40 m in,

B%: 10% - 40% - 100% , 进样量为 20 LL, 流速

110mL# m in
- 1
,水相测定波长 238 nm,氯仿相测定

波长 246 nm。

质谱检测条件  正离子电离模式,毛细管电压

4 500 V, 喷雾气压 310 kPa, 干燥气 ( N2 )流速 1010
L# m in

- 1
,干燥气温度 350 e , 破碎电压 ( fragmentor)

100 V, 实验过程采用质荷比 (m /z ) 1211050 9,

9221009 8为参比离子对测定结果进行时时校正,以

保证结果的准确性, 分辨率 m /z在 9221009 8处为

11 300, 全扫描 ( scan )质荷比 (m /z )范围为 120 ~

1 000。

对照品溶液的制备  准确称取龙胆苦苷和马钱

子苷酸对照品各 10108 mg, 放入 10 mL量瓶中, 用

甲醇溶解定容,制成 11008mg# mL
- 1
储备液。

供试品溶液的制备  供试样品 (粉碎,过 60目

筛 )在 50 e 烘箱中干燥 10 h,准确称取 110 g, 以乙

醇-水 ( 80B20)为溶剂, 进行加速溶剂萃取,萃取池体

积为 34 mL,萃取温度为 100 e , 压力为 9165MPa,

萃取 10 m in。提取液经旋转蒸发至无醇味, 用 20

mL氯仿萃取 3次,氯仿相旋转蒸发至干后用甲醇定

容到 50mL,剩余水相用超纯水定容至 50mL,两相

溶液分别过 0120 Lm滤膜后作为供试品溶液。

结果

1 提取条件优化

本文采用了煎煮回流法 ( 95 e , 1 h)、超声辅助

提取 ( 1 h)和加速溶剂萃取 3种方法对样品进行提

取,以龙胆苦苷的提取率为指标,对 3种提取方法进

行比较,结果表明, 加速溶剂萃取法效率最高, 且操

作简单方便、提取时间较短、各操作参数可控、提取

过程重现性好, 有助于实现指纹图谱的高重现性。

对加速溶剂萃取的各参数进行优化设计,最终确定

以乙醇-水 ( 80B20)为萃取溶剂,萃取温度为 100 e ,

压力为 9165MPa, 萃取时间为 10 m in,萃取 1次, 系

统冲洗体积为提取溶剂体积的 60%。

2 ESI-TOF /M S鉴定龙胆药材提取液中的主要化

合物

按照本文所建立的色谱条件和质谱条件进样分

析, 水溶相和氯仿相的色谱图和总离子流图见图 1。

对色谱图中的主要组分进行质谱分析,可得到

各化合物的精确相对分子质量, 利用 ESI-TOF /M S

系统自带的 Analyst QS软件可对其分子式进行推

测, 利用该软件的同位素匹配功能对各离子峰的同

位素峰高和位置进行匹配, 可以进一步确认推测结

果的可靠性,参考相关文献
[ 9]
, 结合 DAD光谱图对

各化合物进行鉴别,可鉴定出水溶相中含有马钱子

苷酸,阿魏酸和龙胆苦苷, 对应峰位为图 1中的 1,

2, 3号峰。氯仿相中 4个特征峰 (图 1中的 4, 5, 6, 7

号峰 )具有相似的光谱图和质谱图, 在 246 nm 和

315 nm处有最大吸收,准分子离子峰均为 6211182 9

[M + H ]
+
, 6431163 0[M + N a]

+
, 主要碎片峰均为

4251173 8( 4种化合物的质谱峰的质量数在小数点

后第 3位才出现差异, 本文取其平均值 ), 推测得

分子式为C29H32O15,应为同分异构体, 仅凭质谱数据

难以确定其结构,也未见有文献报道,具体结构有待

今后推导。以上化合物的质谱图和光谱图见图 2。

3 标准曲线的绘制

分别自动进样对照品溶液 2, 5, 10, 15和 20 LL,

记录色谱图,以峰面积对进样量回归,得龙胆苦苷线

性回归方程为: Y= 6 435152X + 87136, r= 01999 6,

马钱子苷酸线性回归方程为: Y = 5 899118X +

102155, r= 01998 5, 2种对照品在 012~ 20 Lg与

峰面积值呈良好的线性关系。
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Figure 1 The DAD ( up) and T IC ( down) chromatograms ofRadix gentianae extracts in w ater phase

( left) and ch loro form phase ( right)

Figure 2 The mass spectrum and spectrogram o f loganic acid ( 1), gentiop icroside ( 2) , asafetida

acid ( 3) and un identified four compounds ( 4) in ch lo ro form phase ex tract

4 精密度试验

对龙胆苦苷和马钱子苷酸对照品溶液进行 6次

重复进样分析,测得其峰面积和保留时间,分别计算

其标准偏差,龙胆苦苷峰面积和保留时间 RSD值分

别为 0132%和 0118%,马钱子苷酸峰面积和保留时

间 RSD值分别为 0129%和 0124%, 表明仪器精密

度良好。

5 稳定性试验

将供试品溶液分别在 0, 2, 4, 8, 12, 24, 36和

48 h时进样测定,结果显示供试品溶液中龙胆苦苷
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和马钱子苷酸在 48 h内峰面积和保留时间无明显

变化, 龙胆苦苷峰面积和保留时间的 RSD值分别为

1121%和 0146% , 马钱子苷酸峰面积和保留时间

RSD值分别为 0185%和 0194% ,说明供试品溶液在

48 h内化学性质稳定。

6 重复性试验

精密称取同一种样品 5份, 测得龙胆苦苷和马

钱子苷酸峰面积和保留时间,并计算其标准偏差,龙

胆苦苷峰面积和保留时间的 RSD值分别为 2155%
和 0162%, 马钱子苷酸峰面积和保留时间 RSD值分

别为 1182%和 0177%,表明该方法重复性良好。

7 回收率试验

精密称取 6种不同产地的龙胆药材各 110 g,定

量加入对照品, 测定回收率。龙胆苦苷的回收率为

10114%, RSD为 2109%, 马钱子苷酸的回收率为

9819%, RSD为 2118%。表明本法回收率高, 测定

结果准确,方法可行。

8 不同产地龙胆中龙胆苦苷和马钱子苷酸含量测

定结果

取不同产地龙胆样品,按照本文所建立的方法

测定其中龙胆苦苷和马钱子苷酸的含量, 每批样品

进行 3次平行测定,结果见表 1。

9 龙胆药材指纹图谱的建立

本文将 6种不同产地的龙胆药材,分别对水相

和氯仿相进行色谱分析, 同样的方法分别对两相溶

液进行分析。所得指纹图谱见图 3, 从图中可以看

出,水相中, 各共有峰数量和峰面积之间不存在明显

差异,而氯仿相提取物无论是色谱峰数量还是峰面

积, 均存在较大差异。

Table 1 Con tents o f gentiop icroside and loganic ac id

inRad ix gentianae of six different regions

Producing area
Gen tiop icrosid e

Con tent /% RSD /%

Logan ic acid

C onten t /% RSD /%

N eim enggu 1165 1196 1138 2127

H enan 2150 1126 1100 3119

Jil in 2174 2121 0199 1103

S ichuan 1199 3109 0182 2192

Gansu 2179 0198 1141 0186

H ubei 1181 2157 1138 2177

A verage 2125 2101 1111 2117

讨论

从本文的定量分析结果可以看出: 不同产地龙

胆药材中龙胆苦苷和马钱子苷酸的含量之间存在一

定的差异,仅以龙胆苦苷含量为标准, 6种不同产地

的龙胆药材均能满足 2005版药典规定的质量标准

(龙胆苦苷含量 > 110% )。众所周知, 仅靠测定单

一有效成分的含量已经不能准确地对药材进行质量

控制,指纹图谱概念的提出
[ 10, 11]

符合现代质量控制

体系的要求,而且符合中药协同作用的理念。如何

得到中药材更为详尽和更能反映差异的信息, 成为

指纹图谱技术发展的一个关键。本文提出将药材提

取液分为两相,分别进行色谱分析,分析不同产地龙

胆药材的共性和个性, 从而为龙胆中药材质量控制

Figure 3 W ater phase ( left) and chlorofo rm phase ( right) fingerprints of Radix g entianae extracts

from six different producing areas
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提供一种更为有效的手段。本文采用浙江大学制药

工程研究所研发的 /中药指纹图谱相似度计算软

件 0对测定结果进行计算。结果表明: 6种不同产

地的龙胆药材水相指纹图谱相似度均在 0189以上,

而氯仿相指纹图谱相似度则在 0157~ 0196不等,表

明不同产地的龙胆药材质量之间存在较大差异,而

其差异主要体现在脂溶性成分的含量上。药典规定

的龙胆药材质量控制方法, 仅能对不同药材的个别

属性进行区别,而不能反映整体差异,而本文所建立

的二元指纹图谱则能反映出不同产地龙胆药材的共

同特点和个体差别。
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#信息#

今年 5月在北京举办 A chemAsia展,该展览是化学领域的一个知名展会, 众多国际客户参展, 荷兰千思板国际近日宣

布将联合其合作伙伴丹麦布罗因实验室集团 ( BROEN)和德国飞利亚特实验室技术公司 ( FR IATEC )共同参展,在本次展会

上,这三家国际公司将在北京国际展览中心 5号馆的 B10 展位共同展示最新实验室建造解决方案。使用千思板

TopLabPLUS面板能轻而易举的使您的实验室保持完整无缺的状态. ; BROEN实验室集团公司是实验用液体和气体介质用

设备配件以及应急喷淋器的主要生产商之一; FR IDURIT实验室技术公司是 FRIATEC AG公司的业务部门。以 FRIDUR IT

品牌设计、生产和销售的产品有工业陶瓷和聚丙烯制成的工作台面和水池,烟道清洗器,烟过滤器和中和器。更多信息请

访问: www. trespa. com

#570# 药学学报 Ac ta Pharm aceutica S in ica 2007, 42( 5): 566- 570


