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摘要 目的:采用反相高效液相色谱 ( RP H PLC)法对 10批不同来源蛇床子药材活性成分进行分离分析, 建

立评价其质量的特征成分谱。方法:采用十八烷基硅烷键合硅胶柱 D iam onsil
TM

C18色谱柱 ( 150 mm 4. 6

mm, 5 m ), 流动相为乙腈 10 mM 醋酸铵水溶液 (用醋酸调节 pH至 4. 0,体积比为 50 50) ; 紫外检测波长

320 nm。结果:以安定为内标, 佛手柑内酯、欧前胡素、蛇床子素的回归方程分别为 Y= 0. 068 5X - 0. 052 2, Y

= 0. 020 4X + 0. 023 2, Y= 0. 057 9X - 0. 105 8; 线性范围分别是 4~ 100 g /mL, 4~ 100 g /mL, 10~ 200 g /

mL;平均回收率和 RSD分别为 98. 1%、92. 5%、98. 4%和 4. 58%、5. 73%、4. 51%。结论: 本方法简便快速,

回收率及重现性良好,适用于蛇床子药材中香豆素类化合物的优化分离及佛手柑内酯、欧前胡素和蛇床子素

的定量分析,并为蛇床子药材的质量控制与道地性研究提供了简便的方法。
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Analysis of characteristic constituents inFructus Cnidii extracts by RP HPLC
CHEN Dan x ia1, 2, ZHOU T ing ting1, 2, WANG Jia jing1, 2, ZHANG Q iao yan1, FAN Guo rong1, 2 ( 1. School of Pharm acy, SecondM il

itaryM edical University, Shangha i 200433, Ch ina; 2. Shanghai Key Labo ra tory for Pharm aceutical M etabo lite Resea rch, Shangha i

200433, Ch ina)

ABSTRACT Objective: To estab lish a RP HPLC m ethod for separation and de term ination o f active constituents in Fructus Cn idii

from 10 d ifferent reg ions, and eva luate the quality o f theFructus Cnid ii. M ethods: D iam onsilTM C18 ( 150 mm 4. 6 mm, 5 m ) w as

used w ith am obile phase o f amm onium aceta te buffer ( pH 4. 0) / acetonitr ile ( 50 /50, , v /v) and a flow rate of 1. 0 mL /m in, at the de

tection wave leng th o f 320 nm. R esults: The calibration curvesw ere linear in the range of 4~ 100 g /mL for bergapten ( r= 0. 999 8),

4~ 100 g /mL for im perato rin ( r= 0. 999 6), 10~ 200 g /mL for ostho le ( r= 0. 999 7), respective ly. The average recover ies w ere

98. 1% , 92. 5% , 98. 4% , w ith the RSD o f 4. 58% , 5. 73% , 4. 51% , respective ly. Conclusion: The m ethod is rap id, simp le and

accura te, and it can be su itab le for the separa tion and de term ination of bergapten, imperator in and ostho le in F ructu s Cnid ii, qua lity

contro l and geohe rba lism research o fF ructus Cnidii.

KEY WORDS F ructusCn idii; be rgapten; imperator in; ostho le; RP H PLC

蛇床子为伞形科蛇床属植物蛇床 Cnid ium mon

nieri ( L. ) Cusson的果实,具有湿肾壮阳, 燥湿, 杀

虫之功效。用于阳痿,宫冷,寒湿带下,湿痹腰痛,外

治外阴湿疹, 妇人阴痒, 滴虫性阴道炎
[ 1]
。蛇床子

药材中主要含有三类香豆素成分,即简单香豆素类,

如蛇床子素;线型呋喃香豆素类, 如欧前胡素、佛手

柑内酯等;角型呋喃香豆素类, 如哥伦比亚内酯、欧

山芹素等
[ 2]

; 其中蛇床子素、佛手柑内酯和欧前胡

素是主要的香豆素类成分
[ 3, 4 ]
。

目前文献报道用于评价蛇床子药材质量的分析

方法包括薄层色谱法 ( TLC )
[ 5 ]
、高效液相色谱法

( RP HPLC )
[ 6, 7]
、高效液相色谱 质谱法 ( H PLC

M S)
[ 8 ]
、气相色谱法 ( GC )

[ 9]
和毛细管电泳法

( CE )
[ 10]
等。中国药典 2005版中只是测定了蛇床

子药材单一成分蛇床子素的含量, 而文献对于多个

香豆素成分含量测定的 RP H PLC法常采用梯度洗

脱法
[ 7]
或高效液相色谱 质谱法 (H PLC M S)

[ 8 ]
, 一

般分析时间较长且对仪器要求较高。为了准确评价

蛇床子药材的质量, 本文建立了简单、快速的 RP

H PLC法,考察了 10批不同来源蛇床子药材的特征

成分谱,并对其中的活性香豆素类成分佛手柑内酯、

欧前胡素和蛇床子素进行了定量分析,为蛇床子药

材的质量控制与道地性研究提供了简便的方法。实

验结果表明,本法简便易行, 重现性好。
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1 仪器与试药

1. 1 仪器 V arian 1200L高效液相色谱仪 (美国瓦

里安公司 ), 包括 ProStar410自动进样器, P roS tar210

高压泵, PDA330二极管阵列检测器, Varian Star

6 42工作站。SK5200H超声清洗器 (上海科导超声

仪器有限公司 )。

1. 2 试药 10批蛇床子药材均购于当地药材市场

或药店,经第二军医大学药学院张巧艳博士鉴定为

正品。佛手柑内酯、欧前胡素、蛇床子素、安定购自

中国药品生物制品检定所。乙醇、醋酸、醋酸铵 (分

析纯 )购自中国医药集团上海化学试剂公司; 乙腈

(色谱纯 )购自德国默克公司;水为自制去离子水。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件 D iam onsil
TM

C18色谱柱 ( 150 mm

4. 6 mm, 5 m );流动相: 乙腈 10 mM醋酸铵水溶液

(用醋酸调节 pH 至 4. 0) (体积比为 50 50); 流速

1 0 mL /m in;紫外检测波长 320 nm;进样量为 20 L。

2. 2 样品溶液的制备

2. 2. 1 对照品溶液的制备 精密称取佛手柑内酯、

欧前胡素、蛇床子素标准品各 10 m g, 分别置 10 m L

量瓶中,加甲醇溶解并稀释至刻度, 摇匀, 作为蛇床

子对照品溶液。

精密称取安定对照品 20 m g,置 10 mL量瓶中

用甲醇溶解并稀释至刻度,摇匀得内标溶液,备用。

2. 2. 2 供试品溶液的制备 取蛇床子药材粉末约 1

g,精密称定,置 50 mL具塞锥形瓶中,精密加入 95%

乙醇 20 mL,密塞,摇匀,超声处理 1 h,避光放置 24 h,

精密吸取上清液 2mL置 10 mL量瓶中,加内标溶液 1

mL,加流动相定容至刻度,摇匀,样品溶液经 0. 45 m

滤膜滤过后,取续滤液作为供试品溶液。

2. 3 系统适用性考察 在  2. 1!项的色谱条件下,

精密吸取对照品混合溶液、不添加内标的供试品溶

液和添加内标的供试品溶液各 20 L注入液相色谱

仪,记录色谱图 (图 1) ,并根据色谱参数计算系统适

应性。佛手柑内酯、欧前胡素和蛇床子素的色谱峰

与相邻色谱峰的分离度均大于 1. 5, 理论塔板数以

佛手柑内酯计算不低于 12 000,以欧前胡素计算不

低于 11 000,以蛇床子素计算不低于 17 000,且拖尾

因子均在 0. 95~ 1. 05之间。

2. 4 线性关系考察 按  2. 2. 1!项下操作依次配制
6个浓度的对照品混合溶液,在上述色谱条件下进样

测定, 以佛手柑内酯、欧前胡素、蛇床子素的峰面积

与安定的峰面积比为纵坐标 (Y ),以相应对照品溶液

的浓度为横坐标 ( X),进行线性回归,得回归方程: 佛

手柑内酯 Y= 0 068 5X - 0 052 2, r= 0 999 7,线性范

围 4~ 100 g /mL;欧前胡素 Y= 0 020 4X + 0 023 2, r

= 0 999 8, 线性范围 4 ~ 100 g /mL; 蛇床子素 Y =

0 057 9X - 0 105 8, r = 0 999 7, 线性范围 10~ 200

g /mL。

图 1 蛇床子标准对照品及供试品溶液色谱图

A对照色谱图; B不添加内标的供试品溶液 (产地:浙江临安 ) ;

C添加内标的供试品溶液 (产地:浙江临安 )

1佛手柑内酯; 2欧前胡素; 3蛇床子素; IS安定

2. 5 精密度实验 精密量取  2. 2. 1!项下的对照

品溶液和内标溶液适量,置于 10 mL量瓶中,用流动

相稀释、定容后摇匀, 分别制成含佛手柑内酯、欧前

胡素、蛇床子素浓度为 100、100和 200 g /m L(高浓

度 ) , 40、40和 80 g /mL(中浓度 )及 8、8和 20 g /

mL(低浓度 )的溶液, 于同一日内和不同日间 ( 6 d

内每日一次 )连续进样 6次, 每次进样 20 L。按佛

手柑内酯、欧前胡素、蛇床子素与内标物的峰面积比

的相对标准偏差 (RSD )考察日内精密度和日间精密

度, 结果 3种活性香豆素类成分的日内精密度 RSD

分别为 3. 82%、2. 43%和 1. 25% , 日间精密度 RSD

分别为 4. 50%、3. 78%和 1. 89%, 表明分析方法的

日内及日间精密度均达到要求。

2. 6 重复性实验 精密称取蛇床子药材 (产地: 浙

江临安 ) 6份,每份 1 g,按  2. 2. 2!项下操作,在上述

色谱条件下进行分离分析,测定其中佛手柑内酯、欧

前胡素、蛇床子素的含量。蛇床子药材分别测定 6
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次,结果佛手柑内酯、欧前胡素、蛇床子素含量的

RSD分别为 2. 96%、4. 53%、3. 81%, 表明分析方法

的重现性良好。

2. 7 稳定性实验 取  2. 2. 2!项下供试品溶液 (产

地:浙江临安 ),于室温避光放置, 分别于 0、2、6、12、

24 h后在上述色谱条件下进样分析,测定其中佛手

柑内酯、欧前胡素、蛇床子素与内标物的峰面积比,

进行稳定性考察,结果 3种香豆素类成分的 RSD依

次为 2 54%、2 56%、1 98% ,表明蛇床子药材中香

豆素类成分在 24 h内供试品溶液稳定性良好。

2. 8 加样回收率实验 取已知含量的临安产蛇床子

药材样品 1 g,精密加入适量对照品,按  2. 2. 2!项下
方法制备供试品溶液, 在上述色谱条件下测定,计算

加样回收率。结果见表 1, 其中佛手柑内酯、欧前胡

素和蛇床子素的加样回收率分别为 98. 1%、92. 5%、

98. 4%, RSD依次为 4. 58%、5. 73%、4. 51%。

表 1 浙江临安产的蛇床子药材

加样回收率测定结果 ( n = 6)

香豆素
样品含量

(m g)
加入量
( mg)

测得总量
( mg)

回收率
(% )

RSD

(% )

佛手柑内酯 3. 15 3. 22 6. 25 ∀ 0. 25 98. 12 4. 58

欧前胡素 5. 33 5. 51 10. 03 ∀ 0. 51 92. 52 5. 73

蛇床子素 14. 91 14. 51 28. 95 ∀ 0. 87 98. 41 4. 51

2. 9 样品测定 按照上述方法建立了评价蛇床子

药材的特征成分谱 (图 2) ,并分别对 10批不同来源

的蛇床子药材中的蛇床子素、欧前胡素、佛手柑内酯

进行定量分析,结果见表 2。

图 2 10批蛇床子药材特征成分色谱图

1佛手柑内酯; 2欧前胡素; 3蛇床子素; IS安定

3 讨论

蛇床子广泛分布于我国大部分地区, 陶弘景在

#名医别录∃里首次提到了蛇床子的产地 % % % 临淄。
唐 #本草图经 ∃记载: 蛇床子生临淄川谷及田野, 今

处处有之,而扬州、襄州者胜。古人认为产于江苏扬

州和湖北襄州一带的蛇床子质量好, 并以之为道地

药材
[ 11]
。从表 2中可以看出,不同来源蛇床子药材

中线型呋喃香豆素类化学成分佛手柑内酯、欧前胡

素和简单香豆素类化学成分蛇床子素的含量不同,

来源为浙江、上海、江苏及山东等批次蛇床子药材中

这三种活性香豆素类成分含量较高, 特别是蛇床子

素的含量最高;来源陕西、河北、辽宁等批次的蛇床

子药材中这三种活性香豆素类成分含量较低; 来源

于黑龙江的蛇床子药材中则不含这三种活性香豆素

类成分。

表 2 不同来源蛇床子药材含量测定结果 ( n = 3)

产地
香豆素成分含量 (m g /g)

佛手柑内酯 欧前胡素 蛇床子素

新沂 (江苏 ) 2. 35 ∀ 0. 12 6. 38 ∀ 0. 25 11. 48 ∀ 0. 24

徐州 (江苏 ) 3. 78 ∀ 0. 25 7. 45 ∀ 0. 22 16. 77 ∀ 0. 78

句容 (江苏 ) 2. 98 ∀ 0. 14 6. 12 ∀ 0. 24 17. 23 ∀ 0. 85

嘉兴 (浙江 ) 3. 12 ∀ 0. 15 5. 84 ∀ 0. 51 16. 59 ∀ 0. 76

临安 (浙江 ) 3. 15 ∀ 0. 14 5. 33 ∀ 0. 20 14. 91 ∀ 0. 62

佘山 (上海 ) 3. 25 ∀ 0. 10 5. 32 ∀ 0. 32 16. 92 ∀ 0. 48

商河 (山东 ) 2. 58 ∀ 0. 23 7. 46 ∀ 0. 61 15. 33 ∀ 0. 68

大荔 (陕西 ) 1. 77 ∀ 0. 08 3. 45 ∀ 0. 45 ND

正定 (河北 ) 1. 49 ∀ 0. 10 4. 13 ∀ 0. 13 ND

肇东 (黑龙江 ) ND ND ND

ND( not detected) ,未检测。

因地理位置和生态环境的不同, 目前蛇床子药

材种内的化学成分发生了较大的变异,药理作用也

存在差异。而中国药典 2005版收载的蛇床子药材

没有明确的产地来源,所以需要对不同产地的蛇床

子药材进行质量控制。本研究建立了简单、快速的

RP H PLC法,从蛇床子药材特征成分谱的定性定量

分析角度佐证了药材来源的道地性。同时, 从中药

材产地、成分与药效的相关性考虑,建议新编中国药

典 2010版在深入研究的基础上,对收载的蛇床子药

材的来源与质量标准作出相应的修正。
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的决策则依靠于数据的连续分析和对信息及信息背

后知识的获取。数据挖掘是认知背后的科学和隐藏

的模式,关联和顺序的发现。相比商业等其他领域,

数据挖掘技术在卫生领域, 如药物利用合理性方面

的应用还不普遍。医学研究的数字化增强了卫生人

员获取卫生信息的能力, 伴随着数据仓库技术和挖

掘技术的发展,数据挖掘这一融合了数据库、人工智

能、及其学习和传统统计学的方法,在以患者为中心

的医学信息发展过程中, 必将显现出巨大的应用潜

力。
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