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摘要　目的：以同时测定防风中的两种色原酮物质升麻素苷和５Ｏ甲基维斯阿米醇苷为目标，建立了上述两种物质的的
含量测定方法。方法：色谱柱采用ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；梯度洗脱的流动相为水、甲醇，检测波长２５４
ｎｍ，流速１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３５℃，进样量１０μＬ。结果：不同生长方式的防风样品的５Ｏ甲基维斯阿米醇苷含量无统计学意
义，野生和栽培防风的升麻素苷含量有差异，不同生长方式对防风样品的色原酮含量有差异。结论：野生防风质量较好，

同时测定两种色原酮方法简便，结果准确，精密度、重现性、稳定性较好，可以此作为防风中升麻素苷和５Ｏ甲基维斯阿米
醇苷的测定方法。
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　　防风为伞形科植物 Ｓａｐｏｓｈｎｉｃｏｖｉａｄｉｖａｒｉｃａｔａ
（Ｔｕｒｃｚ）Ｓｃｈｉｓｃｈｋ的干燥根［１］。具有解表祛风、胜

湿、止痉的功效。色原酮类成分是其发挥药效的主

要物质基础，具有解热、镇痛作用［２－６］，升麻素苷和

５Ｏ甲基维斯阿米醇苷属于色原酮类成分，因此升
麻素苷和５Ｏ甲基维斯阿米醇苷是其药效学基础物
质。

２０１０版《中华人民共和国药典》使用固定流动
相比例的方法对升麻素苷和５Ｏ甲基维斯阿米醇苷
进行含量测定。本实验通过考察发现，采用固定比

例流动相的方法在前１０ｍｉｎ时，标准品出峰完全，
但样品中色谱峰未能完全分离，可能会影响实验的

结果。

因此本实验参考相关文献［７－１５］以梯度洗脱的

方法同时测定升麻素苷，５Ｏ甲基维斯阿米醇苷为
目标，建立了防风中升麻素苷和５Ｏ甲基维斯阿米
醇苷的含量测定方法。

１　资料与方法
１１　一般资料　本实验共收集野生防风样品 １５
份，栽培防风２５份，所有样品经北京中医药大学杨
瑶臖教授鉴定为伞形科植物 Ｓａｐｏｓｈｎｉｃｏｖｉａｄｉｖａｒｉｃａｔａ
（Ｔｕｒｃｚ）Ｓｃｈｉｓｃｈｋ的干燥根。样品见表１。

仪器使用 Ｓｉｇｍａ３Ｋ１５离心机（Ｓｉｇｍａ公司），
ＳａｒｔｏｒｉｏｕｓＢＰ１１０Ｓ分析天平（北京赛多利斯仪器有
限公司），ＤＦＴ１００手提式高速中药粉碎机（温岭市
大德中药机械有限公司），Ａｇｌｉｅｎｔ１１００液相系统
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（Ａｇｌｉｅｎｔ公司，美国），ＫＱ５２００Ｅ超声清洗器（昆山市
超声仪器有限公司）。

试剂使用甲醇（Ｆｉｓｈｅｒ公司，色谱纯），屈臣氏蒸
馏水，升麻素苷对照品（１１１５２２－２０１２０９，纯度
９８％，中国食品药品检定研究院），５Ｏ甲基维斯阿
米醇苷对照品（１１１５２３－２０１２０８，纯度９８％，中国食
品药品检定研究院）。

表１　测定防风样品表

编号 产地 生长方式 编号 产地 生长方式

ＦＡ１ 海拉尔 野生 ＦＢ１ 内蒙古赤峰 栽培

ＦＡ２ 海拉尔 野生 ＦＢ２ 内蒙古 栽培

ＦＡ３ 海拉尔 野生 ＦＢ３ 内蒙古赤峰 栽培

ＦＡ４ 海拉尔 野生 ＦＢ４ 内蒙古赤峰 栽培

ＦＡ５ 黑龙江 野生 ＦＢ６ 黑龙江 栽培

ＦＡ６ 关防风 野生 ＦＢ７ 黑龙江 栽培

ＦＡ７ 满洲里 野生 ＦＢ８ 河北安国 栽培

ＦＡ８ 满洲里 野生 ＦＢ９ 河北安国 栽培

ＦＡ９ 通辽 野生 ＦＢ１０ 河北安国 栽培

ＦＡ１０ 通辽 野生 ＦＢ１１ 河北安国 栽培

ＦＡ１１ 黑龙江泰康 野生 ＦＢ１２ 河北安国 栽培

ＦＡ１２ 黑龙江大庆 野生 ＦＢ１５ 黑龙江 栽培

ＦＡ１３ 黑龙江大庆 野生 ＦＢ１６ 黑龙江大庆 栽培

ＦＡ１５ 满洲里 野生 ＦＢ１７ 黑龙江 栽培

ＦＡ１６ 内蒙古 野生 ＦＢ２０ 河北安国 栽培

ＦＡ１７ 内蒙古 野生 ＦＢ２１ 河北安国 栽培

ＦＢ２２ 河北安国 栽培

ＦＢ２３ 安徽亳州 栽培

ＦＢ２４ 河北安国 栽培

ＦＢ２５ 内蒙古 栽培

ＦＢ２６ 内蒙古 栽培

ＦＢ２７ 河北安国 栽培

ＦＢ２８ 内蒙古 栽培

ＦＢ２９ 河北安国 栽培

ＦＢ３０ 河北安国 栽培

１２　方法
１２１　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８（２５０ｍｍ
×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：水、甲醇（梯度洗脱如表
２）；检测波长２５４ｎｍ，流速１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３５℃，进
样量１０μＬ。

表２　梯度洗脱表

　　　时间（ｍｉｎ）
流动相　　　

０ ２ ２０ ２５ ５０ ５５ ６０

水 ８５ ７０ ５５ ４０ １０ ０ ０
甲醇 １５ ３０ ４５ ６０ ９０ １００ １００

１２２　对照品溶液的配置　精密称取升麻素苷对
照品４１４ｍｇ，５Ｏ甲基维斯阿米醇苷对照品 ３２７
ｍｇ，加甲醇定容到１０ｍＬ容量瓶中，再分别精密吸取
两种对照品溶液各１ｍＬ，混合、定容，制成每１ｍＬ
含升麻素苷 ００８２８ｍｇ，５Ｏ甲基维斯阿米醇苷

００６５４ｍｇ的混标溶液。
１２３　样品溶液的配置　精密称取防风样品粉末
（过６０目筛）０５ｇ，加甲醇１０ｍＬ，浸泡过夜，超声提
取２０ｍｉｎ，离心 １５ｍｉｎ，取滤液用微孔滤膜（０４５
μｍ）滤过，取续滤液，即得。
１３　方法学考察
１３１　标准曲线绘制及线性关系考察　分别精密
吸取对照品溶液２μＬ、４μＬ、６μＬ、８μＬ、１０μＬ、１６
μＬ、２４μＬ，注入高效液相色谱仪，测定峰面积值，以
对照品进样量为横坐标，峰面积值为纵坐标，绘制标

准曲线。结果：升麻素苷计算回归方程为 Ｙ＝
２２４９３Ｘ＋１３７４９，ｒ＝０９９９９，含量在 ０１６５６－
１９８７２ｍｇ／ｍＬ范围内；５Ｏ甲基维斯阿米醇苷计算
回归方程为Ｙ＝２７４７１Ｘ＋２０４８２，ｒ＝０９９９７，含量
在０１３０８～１５６９６ｍｇ／ｍＬ范围内，表明线性关系良
好。

１３２　精密度考察　分别吸取对照品溶液，０４５
μｍ滤膜滤过，进样５次，每次１０μＬ，分别测定升麻
素苷和５Ｏ甲基维斯阿米醇苷峰面积。结果：ＲＳＤ
分别为０２８％、０３４％，表明仪器精密度良好。
１３３　重现性考察　精密称取防风药材（ＦＦＡ１５）
２批，每批５份，每份 ０５ｇ，加甲醇 １０ｍＬ，浸泡过
夜，超声提取２０ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ取滤液用微孔滤膜
（０４５μｍ）滤过，取续滤液，分别进样１０μＬ，测定峰
面积计算含量。结果：升麻素苷 ＲＳＤ为０４８％，５
Ｏ甲基维斯阿米醇苷ＲＳＤ为１２５％，表明重现性良
好。

１３４　稳定性考察　精密吸取同一供试品溶液１０
μＬ，在０ｈ，４ｈ，８ｈ，１２ｈ，２４ｈ分别测定峰面积。结
果：升麻素苷 ＲＳＤ为０６２％，５Ｏ甲基维斯阿米醇
苷ＲＳＤ为１４３％，表明样品在２４ｈ内基本稳定。
１３５　加样回收率考察　精密称取已知升麻素苷
含量的防风药材粉末６份，分别加入相同含量的升
麻素苷和５Ｏ甲基维斯阿米醇苷对照品溶液，测定峰
面积，计算含量。结果：升麻素苷平均加样回收率为

９８９８％，ＲＳＤ为２５６％，５Ｏ甲基维斯阿米醇苷平均
加样回收率为９６７２％，ＲＳＤ为１１３％，符合要求。
２　结果
２１　野生和栽培防风样品的含量测定　本实验对
２５份栽培防风样品、１５份野生防风样品，按“样品溶
液配置”方法制备供试品溶液，分别进样１０μＬ，注
入高效液相色谱仪，记录色谱峰面积，根据标准曲线

方程计算升麻素苷和 ５Ｏ甲基维斯阿米醇苷的含
量。测定结果见表３。
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表３　防风样品中升麻素苷和５Ｏ甲基维斯阿米醇苷
含量测定结果表

样品

编号

升麻素苷

（％）

５Ｏ甲基
维斯阿米

醇苷（％）

总含量

（％）
样品

编号

升麻素苷

（％）

５Ｏ甲基
维斯阿米

醇苷（％）

总含量

（％）

ＦＡ１ ０３６２４ ０１３２３ ０４９４７ ＦＢ１ ０１９２３ ０１７０２ ０３６２６
ＦＡ２ ０３８４８ ０１２４４ ０５０９２ ＦＢ２ ０１２７１ ００９９３ ０２２６３
ＦＡ３ ０２３５９ ００９５７ ０３３１５ ＦＢ３ ０１７３６ ０１９１３ ０３６４９
ＦＡ４ ０２０５４ ０１９４５ ０３９９９ ＦＢ４ ０１２０３ ０１６４９ ０２８５３
ＦＡ５ ０１１４７ ０２９４８ ０４０９５ ＦＢ６ ０１９６７ ０１８６７ ０３８３４
ＦＡ６ ０３０４１ ０１１３１ ０４１７２ ＦＢ７ ０１５７５ ００８６２ ０２４３７
ＦＡ７ ０１７３９ ００５５２ ０２２９ ＦＢ８ ０２２８７ ０１５３７ ０３８２５
ＦＡ８ ０８５４７ ０２５０７ １１０５４ ＦＢ９ ０１３１２ ００５６６ ０１８７７
ＦＡ９ ０２６３８ ０１９３７ ０４５７５ ＦＢ１０ ０２６２６ ０１１８１ ０３８０７
ＦＡ１１ ０１２４２ ０３３５３ ０４５９４ ＦＢ１１ ０２０４７ ０１３３６ ０３３８２
ＦＡ１２ ０３５６２ ０１２７８ ０４８４ ＦＢ１２ ０１４７２ ０１３１９ ０２７９１
ＦＡ１３ ０１４０１ ０１３８６ ０２７８７ ＦＢ１５ ０２３２１ ０２１４５ ０４４６７
ＦＡ１５ ０３７２１ ０１０３ ０４７５１ ＦＢ１６ ０２０３２ ０２９２４ ０４９５６
ＦＡ１６ ０２１１７ ００８２ ０２９３８ ＦＢ１７ ００１８９ ０４２０１ ０４３９１
ＦＡ１７ ０２９５２ ０１４３４ ０４３８６ ＦＢ２０ ０５８２４ ０４４４７ １０２７１
平均含量 ０２９３ ０１５９ ０４５２ ＦＢ２１ ０１０５５ ０１５９６ ０２６５

ＦＢ２２ ００７０１ ０１０３３ ０１７３３
ＦＢ２３ ０１５１４ ０１１９５ ０２７０９
ＦＢ２４ ０１５９１ ０１２９１ ０２８８２
ＦＢ２５ ０１４５５ ０２２４５ ０３７
ＦＢ２６ ０１６１７ ０２０４９ ０３６６６
ＦＢ２７ ０１３９９ ００６５５ ０２０５５
ＦＢ２８ ０１０２７ ００６９６ ０１７２３
ＦＢ２９ ００９８６ ０１４８８ ０２４７４
ＦＢ３０ ０１１４３ ００４２６ ０１５６９
平均含量 ０１６９ ０１６５ ０３３４

　　本实验对２５份栽培防风样品，１５份野生防风
样品进行了含量测定。２０１０版《中华人民共和国药
典》规定防风中升麻素苷和５Ｏ甲基维斯阿米醇苷
的总量不得少于０２４％。
４０份样品中有７份样品的升麻素苷和５Ｏ甲

基维斯阿米醇苷的总量低于 ０２４％。其中栽培防
风样品中 ＦＦＢ２、ＦＦＢ９、ＦＦＢ２２、ＦＦＢ２７、ＦＦＢ２８、
ＦＦＢ３０六批升麻素苷和５Ｏ甲基维斯阿米醇苷的
总量低于０２４％，不合格率为２４％。野生防风样品
中ＦＦＡ７批样品升麻素苷和５Ｏ甲基维斯阿米醇苷
的总量总量低于０２４％，不合格率为６７％。野生
防风的合格率高于栽培防风。

栽培防风升麻素苷平均含量为０１７％，５Ｏ甲
基维斯阿米醇苷平均含量为０１６％，升麻素苷和５
Ｏ甲基维斯阿米醇苷平均含量为 ０３３％。野生防
风升麻素苷平均含量为０２９％，５Ｏ甲基维斯阿米
醇苷平均含量为０１６％，升麻素苷和５Ｏ甲基维斯
阿米醇苷平均含量为０４５％。从总体上看，野生防
风的色原酮类成分高于栽培防风。

２２　野生和栽培防风在升麻素苷和５Ｏ甲基维斯
阿米醇苷含量上的差异性　将野生和栽培防风分别
与升麻素苷和５Ｏ甲基维斯阿米醇苷含量相关联，

使用ＳＰＳＳ软件对其进行分析，显著性差异情况见表
４。

表４　野生和栽培防风的色原酮含量显著差异表ａ

升麻素苷 ５Ｏ甲基维斯阿米醇苷 总含量（％）

ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ ７７０００ １８２０００ ８５０００
ＷｉｌｃｏｘｏｎＷ ４０２０００ ３０２０００ ４１００００
Ｚ －３０８７ －１５４ －２８６４
渐近显著性（双侧） ００２ ８７８ ００４
精确显著性

［２（单侧显著性）］
００２ａ ８９０ａ ００４ａ

　　注：ａ．分组变量：品种（１＝栽培，２＝野生）

　　升麻素苷含量数据、５Ｏ甲基维斯阿米醇苷含
量数据和色原酮总含量数据通过正态性检验，ｓｉｇ＜
００５均不服从正态分布，因此用非参数的秩和检
验。升麻素苷含量渐进显著性（双侧）＜００５，说明
野生和栽培防风的升麻素苷含量有统计学意义，不

同生长方式的防风样品的升麻素苷含量不一样。５
Ｏ甲基维斯阿米醇苷含量渐进显著性（双侧）＞
００５，说明野生和栽培防风的５Ｏ甲基维斯阿米醇
苷含量无差异，不同生长方式的防风样品的５Ｏ甲
基维斯阿米醇苷含量无统计学意义。色原酮总含量

渐进性显著性（双侧）＜００５，说明野生和栽培防风
的色原酮总含量有统计学意义，不同生长方式对防

风样品的色原酮含量有差异。

３　讨论
通过实验数据可看出栽培与野生防风色原酮总

量的含量有差异，野生防风的色原酮总量要高于栽

培防风，说明野生防风的质量要优于栽培防风。而

从两种色原酮物质含量来看，差异主要体现在升麻

素苷的含量。野生防风升麻素苷含量明显高于栽培

防风升麻苷含量，而５Ｏ甲基维斯阿米醇苷含量在
栽培和野生防风中含量基本相同，差异性不显著。

因此可增加样本量，继续探究栽培与野生防风和升

麻素苷、５Ｏ甲基维斯阿米醇苷的关系，考察升麻素
苷的含量是否适合作为鉴别栽培和野生防风、评价

防风质量优劣的依据。

本实验通过梯度洗脱方法同时测定升麻素苷和

５Ｏ甲基维斯阿米醇苷，有效避免呀药典方法中色
谱峰未能完全分离的问题，而且方法简便，结果准

确，精密度、重现性、稳定性较好，可以此作为防风中

升麻素苷和５Ｏ甲基维斯阿米醇苷的测定方法。
本实验还考查了栽培与野生防风中两种色原酮

物质含量的差异，并采用 ＳＰＳＳ软件分析，但数据显
示栽培与野生防风只在升麻素苷含量有差异，５Ｏ

（下接第１４１５页）
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表３　方差分析结果表

因素 偏差平方和 自由度 Ｆ比 Ｆ临界值 显著性

乙醇浓度 １４７８２ ２ １１５３０ ９０００ 

溶剂倍数 １５３４９ ２ １１９７３ ９０００ 

时间 １３３６ ２ １０４２ ９０００
误差 １２８ ２

　　由实验结果可知，对于乙醇回流法提取返魂草
总黄酮的的过程，乙醇浓度和溶剂的用量对整个结

果的影响较大，３个因素对于结果的影响大小程度
分别为：乙醇浓度＞溶剂用量＞提取时间，且乙醇浓
度和溶剂用量均具有显著性影响（ａ＝０１），从直观
分析结果我们可以看出最佳的实验方案为Ａ２Ｂ３Ｃ３，
即：乙醇浓度为７０％，溶剂用量为２２倍量，提取时间
为１５０ｍｉｎ。
２５　验证实验　按“２４”项下返魂草总黄酮最佳提
取工艺参数，按照“２２”项下的过程进行３个批次的
返魂草总黄酮的提取。返魂草总黄酮含量结果见表

４。结果表明，本工艺稳定，可操作性强，适合返魂草
总黄酮的提取。

表４　验证实验结果表

批次 １５０３０１ １５０３０２ １５０３０３ （珋ｘ±ｓ）

总黄酮／％ ７２２ ７１８ ７２４ ７２１±００３
出膏率／％ ９３３ ９２４ ９１４ ９２４±０１０

３　讨论
本研究采用芦丁显色的方法进行总黄酮的含量

测定，方法比较成熟，在经过预实验的过程中，我们

进行了该方法的稳定性、精密度、重复性、回收率等

一系列的方法学研究，研究表明各项指标均能满足

返魂草中总黄酮的含量测定的要求。

返魂草的成方制剂为“返魂草颗粒”，即“肺宁

颗粒”主要用于肺部疾病的预防和治疗，具有悠久的

用药历史，但返魂草的应用主要集中在返魂草水溶

性酚酸类成分，据研究报道，返魂草的黄酮类成分也

具有广泛的抗炎、抗氧化的作用，在肺部疾病的治疗

过程中也起到一定的积极作用。本研究采用单因素

结合正交设计的方法进行返魂草有效成分的提取研

究，建立了简便、易行的工艺设计，为返魂草药材的

合理化应用提供了一定的理论依据。
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志，２０１３，３８（１３）：２１１４－２１１７．

（２０１４－０９－２８收稿　责任编辑：张文婷）

·５１４１·世界中医药　２０１５年９月第１０卷第９期
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