
书书书

第１７卷第４期
２０１１年１２月

分析测试技术与仪器

ＡＮＡＬＹＳＩＳＡＮＤＴＥＳＴＩＮＧＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹＡＮＤＩＮＳＴＲＵＭＥＮＴＳ
Ｖｏｌｕｍｅ１７Ｎｕｍｂｅｒ４


　 　　　Ｄｅｃ．２０１１

分析测试专业知识讲座（２４４～２４７）

用高效液相色谱法测定中草药活性组分

朱 彭 龄
（兰州大学 化学系，甘肃 兰州　７３００００）

中图分类号：Ｏ６－３１ 文献标识码：Ｄ 文章编号：１００６３７５７（２０１１）０４０２４４０４

　　中草药是天然产物，成分复杂，以往多凭经验解
释其药理作用．中草药的疗效源于所含的活性组分，
虽然依据几种活性组分的含量来评价中草药的质量

并非全面，但目前这还是相对比较合理和客观的办

法．通过测定活性组分，可以辨别药物的真伪，考察
生长地域、季节、气候变化对活性成分的影响，以及

配合药理学研究．高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）是在中
草药分析中应用最广的手段之一．笔者从 ＨＰＬＣ方
法学研究和中草药样品制备两方面介绍一些自己的

体会．

１　ＨＰＬＣ方法
中草药成分复杂，适合采用梯度洗脱方式进行

ＨＰＬＣ分析，其优点是：① 中草药活性组分的保留性
质有较宽的变化范围，梯度方式能使每个组分以合

适的容量因子（ｋ＝２～５）被洗脱；② 中草药试样中
可能含有被固定相牢固保留的组分，可以在梯度程

序结束之前用高强度流动相从柱上清除这些组分，

使色谱柱处于同样的状态开始下一次进样，这既有

利于色谱柱的保护又提高了色谱分析的重现性，有

时也省略了试样的预处理；③ 在梯度洗脱的情况
下，可以借助调节陡度和梯度曲线的形状达到最佳

的分离效果，减少待测组分色谱峰受相邻峰的干扰．
具体地说，建立中草药活性组分梯度洗脱程序一般

可按以下步骤进行：① 用含活性组分的合成试样，
优化梯度洗脱条件，使各活性组分色谱峰之间有足

够的分辨率；② 在合成试样建立的色谱条件下，分
离中草药试样溶液；③ 从实际试样给出的谱图，观
察活性组分色谱峰是否和相邻峰重叠．若有干扰，可

按出峰顺序依次调整梯度局部的陡度（通过改变 ｔＧ
或Δ％Ｂ）或改变梯度的形状，优化梯度程序．

以建立中草药中羟基蒽醌类衍生物分析方法为

例［１］．首先用合成试样优化梯度程序，图１是合成试
样得到的色谱图（有关梯度洗脱程序的优化参阅文

献［２］）．用建立的程序分析大黄属药物和番泻叶得
到图２所示的分离结果．比较图１和图２中使用的
梯度程序可以看到，分析实际试样时，梯度程序作了

一些调整．

２　样品制备
从复杂的固相基质中将多种活性组分提取并制

成适合于ＨＰＬＣ分析的样品溶液至关重要．疏水性
的差异使待测组分在不同的溶剂中溶解度不同，活

性组分和溶剂之间还可能发生一些反应，如水解、醇

解等．因此，样品制备时，首先要考虑的是选择适当
的溶剂，溶剂的选择主要根据被提取组分的疏水性．
其次要考虑中草药中活性组分的多样性，中草药中

待测组分可直接被提取，有时还需要将多种形式存

在的活性组分转化为同一形式后再被提取．如对甙
和甙元可以采用水解处理，使待测分析物以甙元形

式被提取出来．另一个需要考虑的因素是活性组分
的热稳定性，对于热稳定性差的组分，最好采取相适

宜的提取方式．目前提取中草药活性组分的手段主
要是液固萃取、索氏萃取和超声波辅助萃取，后一方

法更适于热不稳定组分的提取．
２．１　样品制备

在不同条件（如提取方式、溶剂、酸度等）制备

试样溶液，用建立的ＨＰＬＣ方法进行分析．比较各活
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图１　合成试样色谱图
Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｙｎｔｈｅｔｉｃｓａｍｐｌｅ

化合物：（１）芦荟大黄素；（２）大黄酸；（３）大黄素；（４）大黄酚；（５）大黄素甲醚．
色谱条件：分析柱，１５×０．４６－ｃｍＺｏｒｂａｘＲＸ－Ｃ１８，５μｍ；流动相，Ａ，３６ｍｍｏｌ／ＬＴＥＡＰ（ｐＨ２．５）／Ｂ，

乙腈；流速，１ｍＬ／ｍｉｎ；梯度，３６／３６／８０／８０％ Ｂａｔ０／１０／２５／３０ｍｉｎ；
检测器，ＵＶ，２５４ｎｍ；温度，室温；进样体积，６μＬ．

图２　一些含羟基蒽醌衍生物中草药的色谱图
Ｆｉｇ．２　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｏｍｅＣｈｉｎｅｓｅｈｅｒｂｍｅｄｉｃｉｎｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｈｙｄｒｏｘｙａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

（ａ）大黄；（ｂ）何首乌块根；（ｃ）何首乌茎；（ｄ）虎杖；（ｅ）番泻叶．
化合物：（１）芦荟大黄素；（２）大黄酸；（３）大黄素；（４）大黄酚；（５）大黄素甲醚．

色谱条件：梯度：３６／３６／８０／８０％ Ｂａｔ０／５．５／２０．５／２５．５ｍｉｎ；其他条件同图１．

性组分的分析结果，选择最佳提取条件，探讨制备过

程中可能发生的反应，为制定合理的样品制备操作

规程提供依据．
为证实提取的效率，用同一制备步骤处理试样
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残留物，若提取液中活性组分含量很低（如小于提

取总量的２％），说明活性组分能被提取完全．
当对某一个活性组分的稳定性有疑问时，在试

样制备的条件下，处理单一活性组分溶液，从活性组

分的变化对其稳定性予以解释．
２．２　实例
２．２．１　实例１

从大黄属药物和番泻叶中提取羟基蒽醌类衍生

物活性组分．该类化合物在中草药中以蒽醌甙及其
甙元２种形式存在．羟基蒽醌类衍生物具有较强的
疏水性，于是选用氯仿作为萃取剂，在酸性条件下水

解，使蒽醌甙转化为相应的甙元后，与原存的甙元一

并被氯仿萃取，依据甙元的分析结果评价药物．色谱
分离结果见图１．

具体操作如下所述．取０．０５ｇ药物粉末，在通
风橱内，与１５ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ硫酸和２０ｍＬ氯仿回流
３０ｍｉｎ，取出氯仿层．再加入氯仿，重复上述操作，共
３次．将氯仿萃取液合并，在水浴上蒸发至干．用３６
ｍｍｏｌ／ＬＴＥＡＰ（ｐＨ２．５）／乙腈（Ｖ／Ｖ，６５／３５）溶解残
渣，并转移至２５ｍＬ容量瓶中定容．溶液经０．４５μｍ
聚四氟乙烯膜过滤后进样．若继续加２０ｍＬ氯仿萃
取回流后的药渣，萃取液中活性组分的含量低于总

量的２％，表明上述操作规程能够将羟基蒽醌类衍
生物萃取完全．
２．２．２　实例２

天麻甙（ｇａｓｔｒｏｄｉｎ，ＧＡ）和对羟基苯甲醇（ｐ－

ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｙｌａｌｃｏｈｏｌ，ＨＡ）是天麻的主要活性组分
（图３）．作为糖甙，天麻甙在常规反相柱上的保留很
弱，与相邻峰也不能基线分离．本实验室利用聚乙
　　　

图３　天麻甙、对羟基苯甲醇和天麻醚甙的结构式
Ｆｉｇ．３　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｇａｓｔｒｏｄｉｎ，

ｐ－ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｙｌａｌｃｏｈｏｌａｎｄｇａｓｔｒｏｄｉｏｓｉｄｅ

二醇－Ｃ８柱［３］建立了天麻活性组分的分析方法［４］，

在这里将对天麻试样制备作一介绍．
在３个不同的条件下制备试样溶液．方法１：取

０．１ｇ天麻粉末（～１００μｍ）样品，加水２０ｍＬ，回流
１ｈ．冷却后定容至 ２５ｍＬ，以 ３５００ｒ／ｍｉｎ离心 １０
ｍｉｎ，吸出上清液分析．残渣用水洗涤后，再加水进行
第２次萃取．方法２：以甲醇代替水作溶剂，过程同
方法１．方法３：在４０℃以超声波代替回流提取，过
程同方法１．实验结果列于表１．

表１　不同试样制备方法得到的分析结果
Ｔａｂｌｅ１　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ ％

试样制备

方法１（ｎ＝３）
ＧＡ

Ｃｏｎｔｅｎｔ ＲＳＤ
ＨＡ

Ｃｏｎｔｅｎｔ ＲＳＤ

方法２（ｎ＝４）
ＧＡ

Ｃｏｎｔｅｎｔ ＲＳＤ
ＨＡ

Ｃｏｎｔｅｎｔ ＲＳＤ

方法３（ｎ＝３）
ＧＡ

Ｃｏｎｔｅｎｔ ＲＳＤ
ＨＡ

Ｃｏｎｔｅｎｔ ＲＳＤ
１ｓｔＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ ０．５０４ ０．３ ０．１２８ ５．１ ０．４０４ １．５ ０．０５８ １．２ ０．３０１ ３．４ ０．０７８ ２．６
２ｎｄＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ ０．０３７ ０．６ ０．００７ １７．３ ０．０１８ ３．７ － － ０．０１３ ４．２ ０．００４ ６．１
Ｔｏｔａｌ ０．５４１ ０．６ ０．１３５ ４．３ ０．４２３ １．３ ０．０５８ １．２ ０．３１４ ３．４ ０．０８３ ２．５

　　方法１测得的天麻甙和对羟基苯甲醇含量最
高，原因可能是天麻醚甙水解也产生这２种成分，高
温加速了水解过程．这样处理样品和中草药的煎煮
过程较为相似．天麻醚甙能醇解产生天麻甙，因此用
方法２测得的天麻甙含量较高．方法３受天麻醚甙
水解的影响较小，测得结果反映天麻中实际存在的

天麻甙和对羟基苯甲醇含量．无论哪个方法，第１次
提取均占２次提取量的９５％以上，１次提取制备样

品溶液即可．

３　小结
本文讨论了建立中草药ＨＰＬＣ分析方法的基本

过程．鉴于中草药成分的复杂性，在建立相应的
ＨＰＬＣ分析方法时，应更多关注样品制备．为促进中
草药活性组分分析方法的规范化，有待对中草药样

品制备进行大量细致的工作．
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