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　　摘要：以栀子为研究对象，建立了多波长高效液相色谱法对栀子中京尼平苷酸、京尼平１－β－Ｄ龙胆二糖苷、绿
原酸、栀子苷、西红花苷－Ⅰ、西红花苷－Ⅱ等６种有效成分的测定方法，并将此方法应用于不同产地栀子成分含量的
测定，为栀子全国生产区划提供了可靠指标。

　　关键词：ＨＰＬＣ；栀子；生产区划
　　中图分类号：Ｏ６５７．７＋２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０２－０３００－０３

收稿日期：２０１４－０９－１７
基金项目：国家科技支撑计划（编号：２０１１ＢＡＩ０４Ｂ０１）；中央本级重大
增减支项目（编号：２０６０３０２０１１０、２０６０３０２０２１３）；江西中医药大学
校级研究生创新专项（编号：ＪＺＹＣ１４Ｃ０９）。

作者简介：苗　琦（１９８９—），男，陕西宝鸡人，硕士研究生，主要从事
中药资源开发与应用研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｍｉａｏｑｉ６２１３９６３＠１２６．ｃｏｍ。

通信作者：罗光明，博士，教授，主要从事中药资源开发与应用研究。

Ｔｅｌ：（０７９１）７１１８９８２；Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｚｌｇｍ１１＠１６３．ｃｏｍ。

　　栀子是茜草科常绿灌木植物栀子（Ｇａｒｄｅｎｉａｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓ
Ｅｌｌｉｓ）的干燥成熟果实，具有泻火除烦、清热利尿、凉血解毒的
功效。栀子主要生长在长江以南各省，主产于江西省、湖南

省、湖北省、浙江省等地，是江西省道地药材，也是市场上广泛

销售的大宗药材。中药区划研究中药资源及其地域系统的空

间分异规律，对特定环境下药材的适生性进行评价，并以适当

的方式表示出来，它是选择中药材引种栽培适生地的基本依

据［１－２］。不同地区间中药资源的差异性是中药区划的前提。

中药区划研究中通常选取有效成分含量等可以定量化的要素

作为区划指标［１］。２０１０年版《中国药典》中只对中药栀子中
的栀子苷这一有效成分进行了明确规定，但中药成分的复杂

性决定了单一成分或指标难以客观评价中药质量，只将栀子

苷单一成分含量作为栀子药材的区划指标是无法对栀子进行

生产区划的。栀子苷并不能代表栀子药材的所有药效，栀子

中主要含有环烯醚萜苷类、西红花苷类、有机酸等化合物，主

要有效成分包括京尼平苷酸、京尼平１－β－Ｄ龙胆二糖苷、
绿原酸、栀子苷、西红花苷 －Ⅰ、西红花苷 －Ⅱ。其中栀子苷
具有抗炎、解热、利胆、轻泻的作用；京尼平苷酸具有抗肿瘤、

抗氧化的作用；京尼平１－β－Ｄ龙胆二糖苷能改善戊巴比妥
钠引起的心力衰竭；绿原酸具有显著的抗癌及保肝利胆作用；

西红花苷－Ⅰ、西红花苷－Ⅱ是西红花和栀子中共有的色素
类成分，具有去黄疸、利胆及明显的降血脂作用［３］。本研究

以栀子为对象，建立了多波长高效液相色谱法测定对栀子中

京尼平苷酸、京尼平１－β－Ｄ龙胆二糖苷、绿原酸、栀子苷、
西红花苷－Ⅰ、西红花苷 －Ⅱ 等６种有效成分的方法，旨在
为栀子区划提供更加合理可靠的指标。

１　材料与方法

１．１　仪器
Ｗａｔｅｒｓ高效液相色谱仪，Ｅｍｐｏｗｅｒ工作站（美国 Ｗａｔｅｒｓ

公司），ＢＰ２２４Ｓ电子天平（万分之一）（北京赛多利斯仪器系
统有限公司），ＫＱ－３００Ｅ超声波清洗器（昆山超声仪器有限
公司）。

１．２　材料
甲醇色谱纯（美国天地有限公司）；乙腈色谱纯（美国

ＡＣＳ公司）；甲醇分析纯（西陇化工股份有限公司）；娃哈哈纯
净水；标准品：京尼平苷酸（１１１８２８－２０１１０２，纯度按 ９６．０％
计算）、绿原酸（１１０７５３－２０１３１４，纯度按９６．６％计算）、栀子
苷（１１０７４９－２０１３１６，纯度按 ９７．５％计算）、西红花苷 －Ⅰ
（１１１５８８－２０１２０２，纯度按 ９１．１％计算）、西红花苷 －Ⅱ
（１１１５８９－２０１３０４，纯度按９２．４％计算）购于中国药品生物制
品检定所，京尼平１－β－Ｄ龙胆二糖苷（批号为ＺＭ０５０１ＢＡ１４，
纯度＞９８．０％）购于上海源叶生物科技有限公司。
１．３　方法
１．３．１　供试品溶液的制备　称取０．１ｇ栀子粉末（过４号
筛）置具塞锥形瓶中，加入７５％甲醇２５ｍＬ，称定质量，超声处
理４０ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用甲醇补足减失的质量，摇匀，
过滤。量取续滤液１０ｍＬ，置于２５ｍＬ容量瓶中，加７５％甲醇
至刻度，摇匀即得。

１．３．２　对照溶液的制备　称定适量各对照品，分别置于
５０ｍＬ棕色容量瓶中，用适量７５％甲醇溶液溶解并定容至刻
度，分别制成含京尼平苷酸１０．１７６μｇ／ｍＬ、京尼平１－β－Ｄ
龙胆二糖苷２０１．２９２μｇ／ｍＬ、绿原酸４．４４３６μｇ／ｍＬ、栀子苷
３１１．６１μｇ／ｍＬ、西红花苷－Ⅰ１７５．２７６４μｇ／ｍＬ、西红花苷－
Ⅱ １７．３７１２μｇ／ｍＬ的对照品储备液。
１．３．３　色谱条件　ＤｕｒａｓｈｅｌｌＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，
５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）－０．１％磷酸水（Ｂ）；梯度洗脱：０～
１８ｍｉｎ（８％ ～１５％ Ａ）；１８～２５ｍｉｎ（１５％ ～２３％ Ａ）；２５～
４０ｍｉｎ（２３％～３５％ Ａ）；４０～５０ｍｉｎ（３５％～５０％ Ａ）；检测波
长：２３８、３３０、４４０ｎｍ；柱温：３０℃；流速：０．８ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：
１０μＬ。
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２　结果与分析

２．１　对照品溶液、供试品溶液多波长ＨＰＬＣ分析
分别得到２３８ｎｍ（图１）、３３０ｎｍ（图２）、４４０ｎｍ（图３）下

对照品、样品的ＨＰＬＣ色谱图，与相应对照品色谱峰保留时间
及紫外光谱图进行比对，确认了６个色谱峰的归属。

　　由此可知，京尼平苷酸、京尼平１－β－Ｄ龙胆二糖苷、栀
子苷在２３８ｎｍ处有最大吸收波长；绿原酸在３３０ｎｍ处有最大
吸收波长；西红花苷－Ⅰ、西红花苷－Ⅱ在４４０ｎｍ处有最大吸收
波长。故将２３８、３３０、４４０ｎｍ定为６种有效成分的检测波长。
２．２　线性关系考察

将“１．３．２”节的混合对照品储备液，分别用７５％甲醇稀
释２、４、８、１６、３２、６４倍，按“１．３．３”节的色谱条件测定，进样
１０μＬ，以进样量１０μＬ中对照品质量（μｇ）为横坐标，最佳检
测波长下的峰面积为纵坐标绘制标准曲线，结果见表１。

表１　线性关系考察结果

对照品 标准曲线 相关系数ｒ 线性范围（μｇ）
京尼平苷酸

京尼平１－β－Ｄ龙胆二糖苷
绿原酸

栀子苷

西红花苷－Ⅰ
西红花苷－Ⅱ

ｙ＝１６１０７６５ｘ－９５
ｙ＝１１４４２９０ｘ－１１２３
ｙ＝４０２５６２９ｘ＋７４４
ｙ＝１８５９８２４ｘ＋１１７
ｙ＝７６３３８７３ｘ＋１０７３９
ｙ＝８７０６０５５ｘ＋５７６

０．９９９９
０．９９９９
０．９９９７
０．９９９９
０．９９９９
０．９９９９

０．１０１７６～０．００１５９
２．０１２９２～０．０３１４５
０．０４４４４～０．０００６９
３．１１６１０～０．０４８６８
１．７５２７６～０．０２７３８
０．１７３７１～０．００２７１

２．３　方法学考察
２．３．１　精密度试验　取稀释２倍的混合对照品溶液１０μＬ，
在“１．３．３”节的色谱条件下，连续进样５次，测定峰面积。栀
子苷、西红花苷－Ⅰ、西红花苷－Ⅱ、绿原酸、京尼平１－β－Ｄ
龙胆二糖苷、京尼平苷酸的 ＲＳＤ分别为 ０．５５％、０．５０％、

０４１％、０．４８、０．４９％、０．５４％，表明仪器精密度良好。
２．３．２　稳定性试验　取稀释２倍的混合对照品溶液，分别于
制备后０、２、４、８、１２、２４ｈ进样１０μＬ，测定峰面积，栀子苷、西
红花苷－Ⅰ、西红花苷－Ⅰ、绿原酸、京尼平１－β－Ｄ龙胆二
糖苷、京尼平苷酸的 ＲＳＤ分别为 １．２１％、１．３３％、０９７％、
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１７４％、１．５１％、１．８２％，表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。
２．３．３　重复性试验　取同一批药材，按“１．３．１”节的方法平
行处理５份，同法制成供试品溶液，测定峰面积，栀子苷、西红
花苷－Ⅰ、西红花苷－Ⅱ、绿原酸、京尼平１－β－Ｄ龙胆二糖
苷、京尼平苷酸的 ＲＳＤ分别为 １．３６％、１．８９％、０．５９％、
１３０％、０．７７％、１．４３％，表明此法重复性良好。
２．３．４　加样回收率试验　称取已知含量的样品，共５份，加
入２ｍＬ混合对照品溶液，按照“１．３．１”节的方法制备供试品

溶液，按照“１．３．３”节的色谱条件，进样１０μＬ，依次测定６种
有效成分的峰面积并计算平均加样回收率，平均回收率分别

为９９．３２％、９９．４８％、９９．１９％、９９．３４％、９９．５１％、９９．６５％，表
明此方法回收率较好。

２．３．５　样品的含量测定　按“１．３．１”节的方法制备１２个不
同产地的栀子样品，经０．４５μｍ有机滤头过滤后进样１０μＬ，
按“１．３．３”节的色谱条件，根据标准曲线计算栀子中６种有
效成分的含量，结果见表２。

表２　不同产地的栀子样品有效成分含量

产地

含量（％）

京尼平苷酸
京尼平１－β－Ｄ
龙胆二糖苷

绿原酸 栀子苷 西红花苷－Ⅰ 西红花苷－Ⅱ

江西省九江市

江西省吉安市

福建省宁德市

福建省龙岩市

重庆市

四川省内江市

四川省资阳市

广西区南宁市

广西区玉林市

浙江省温州市

湖南省浏阳市

湖北省孝昌县

０．３４０９
０．０２４５
０．０１７６
０．０３０８
０．０１８４
０．０３５５
０．０２８９
０．０７２９
０．０２６４
０．０１８７
０．０３９５
０．０３３８

０．６４６８
０．３５９７
０．８１７９
０．４９５８
０．４６６２
０．７５４１
０．６４８２
１．０８３５
０．２９９０
０．９２８５
０．８７６６
０．８６５３

０．０７１５
０．０１４０

０．０２１９
０．０２４６
０．０１１１

０．００８０
０．１２９１

０．０１５１
０．０３１５

４．８８５０
３．６９１１
１．３９８４
４．３７８２
５．６１３９
５．６８４６
６．６１１９
３．１３４１
３．６５９０
１．１１８９
３．０９０３
４．８６１７

０．８５１３
１．０３０６
１．０７９５
０．９００６
１．３８４３
１．７６８０
０．４３１６
０．４７０５
０．６６５５
０．６９９０
０．７６６２
１．２２６８

０．０９６４
０．１１０９
０．２９９４
０．１９７７
０．１６３７
０．１５４４
０．０７９４
０．０３７６
０．０９３４
０．２０６５
０．１６５３
０．１４０７

３　结论与讨论

３．１　提取方法的选择
本研究采用了２０、３０、４０、５０、６０ｍｉｎ提取时间下回流、超

声２种提取方法，综合分离度、峰形、峰数目、峰面积、重复性
等因素，结果表明，回流４０ｍｉｎ与５０、６０ｍｉｎ提取效果几乎无
差异，回流４０ｍｉｎ为最佳回流提取时间；超声 ４０ｍｉｎ与超声
５０、６０ｍｉｎ提取效果也几乎无差别，提示超声４０ｍｉｎ为最佳
超声提取时间；超声４０ｍｉｎ与回流４０ｍｉｎ提取效果几乎一
致，但由于回流重复性较差，同法制备样品 ＲＳＤ较超声高出
很多，而且超声较回流操作方法简单，故选择超声４０ｍｉｎ为
样品的提取方法。

３．２　流动相的选择
试验过程中尝试了甲醇－水、乙腈－水等体系，比较了在

水中加入磷酸或甲酸峰形、分离度的差别，在确定流动相后，

尝试了多个梯度洗脱方法，结果表明，乙腈分离效果较甲醇更

好，而且随着乙腈比例的增加，保留时间显著缩短，但分离度

有所下降；加入磷酸或者甲酸使溶剂体系呈弱酸性，能改善峰

形、分离度，但磷酸、甲酸之间并无明显差别。

３．３　检测波长的选择
大多数研究人员采用２５４ｎｍ或者其他单一波长作为栀

子成分的检测波长，由于中药成分复杂，采取单一检测波长会

出现峰组成单一、峰面积普遍偏小以及特征峰数量少等情况，

后续的栀子指纹图谱相似度计算也无法客观反映栀子药材的

成分。栀子中主要含有环烯醚萜苷类、有机酸类、西红花苷等

化合物。本试验使用 ＤＡＤ检测器对样品进行１９０～５００ｎｍ
全波长扫描，并对各波长下的色谱进行分析。结果表明，３类

化合物的最佳检测波长分别是２３８、３３０、４４０ｎｍ。中药成分
的复杂性决定了单一成分或指标难以客观评价中药质量，如

果只选取单一波长进行检测，可能造成峰面积信息丢失或残

缺，所以本试验选择２３８、３３０、４４０ｎｍ作为检测波长，各峰分
离良好，特征峰明显且峰形较好，３个波长图谱最大可能地获
取了色谱组分信息。

３．４　不同产地栀子中６种有效成分的含量
本研究表明，不同产地的栀子中均含有栀子苷、西红花苷－Ⅰ、

西红花苷－Ⅱ、京尼平１－β－Ｄ龙胆二糖苷、京尼平苷酸，部
分产地栀子中由于绿原酸含量极少无法检出，不同产地栀子

中各成分含量既有相似之处，也存在很大的差别。栀子苷含

量最高，其次含量较高的是西红花苷 －Ⅰ、京尼平１－β－Ｄ
龙胆二糖苷等。各成分的含量范围波动较大，这可能是由于

不同地区的土壤、气候、水分、矿物质分布情况、药材采收期及

药材种源等都会对中药材质量产生影响。各地不同的自然生

态环境条件直接影响生物的种类、数量、形态结构、生理功能

等，自然生态环境与中药资源的质量、数量密切相关［４］。

参考文献：

［１］张小波，郭兰萍，周　涛，等．关于中药区划理论和区划指标体系
的探讨［Ｊ］．中国中药杂志，２０１０，３５（１７）：２３５０－２３５４．

［２］郭兰萍，黄璐琦，蒋有绪，等．２种不同模式中药适宜性区划的比
较研究［Ｊ］．中国中药杂志，２００８，３３（６）：７１８－７２１．

［３］孟祥乐，李红伟，李　颜，等．栀子化学成分及其药理作用研究进
展［Ｊ］．中国新药杂志，２０１１，２０（１１）：９５９－９６７．

［４］徐　燕，曹　进，王义明，等．多波长高效液相色谱法同时测定栀
子中的三类成分［Ｊ］．药学学报，２００３，３８（７）：５４３－５４６．

—２０３— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第２期


