
书书书

·７９０　　 · 第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００６Ｊｕｌ；２７（７）

·技术方法·

知母中菝葜皂苷元前处理方法探讨
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［摘要］　目的：对《中国药典》２００５版一部中知母药材的菝葜皂苷元含量测定的前处理条件进行改进。方法：采用Ｌ９（３３）正

交设计表，对超声时间、提取溶剂乙醇的比例以及超声次数等因素进行优化。为确保色谱方法的沿用性，还做了加样回收率考

察。结果：最终确立了７０％乙醇超声２０ｍｉｎ提取２次作为最优的提取条件，再进行水解得到皂苷元进行含量测定。结论：

与药典方法比较，改进后的方法测定的含量结果有了较大提高，能够反映出样品中真实的菝葜皂苷元含量。
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　　《中国药典》２００５版一部中知母（Ａｎｅｍａｒｒｈｅｎａａｓｐｈｏｄｅ

ｌｏｉｄｅｓＢｇｅ．）的含量测定，以菝葜皂苷元作为指标成分，采用

高效液相色谱法，蒸发光散射检测方式进行测定［１］，笔者在

实验中发现药典方法中药材的前处理中存在一定的不合理，

没有充分提取药材中的菝葜皂苷元，有待进一步改进。本研

究主要对知母药材中菝葜皂苷元的提取方法进行考察和改

进。

１　仪器和试药

　　ＷＡＴＥＲＳ５１０双泵（美国 ＷＡＴＥＲＳ）；７７２５ｉ手动进样器

（美国ＲＨＥＯＤＹＮＥ）；ＳＥＤＥＸ７５型蒸发光散射检测器（法国

ＳＥＤＲＥ）；Ｓｒ３ｄｖ色谱数据工作站（上海军锐）。

　　知母药材由本校药学院生药学教研室陈万生副教授分

别采集自安徽亳州、山东济南、湖南长沙和浙江温州，通过鉴

定均为百合科植物知母的干燥根茎，并按照《中国药典》２００５

版一部要求干燥，切片，粉碎并过３号筛。菝葜皂苷元购自

中国药品生物制品检定所（批号：０７４４９９０）。乙醇、乙腈均

为色谱纯，水为纯净水。

２　方法和结果

２．１　色谱条件　采用《中国药典》２００５版方法［１］。

２．２　提取方法改进

２．２．１　正交实验设计　采用超声波提取，选取对超声提取

有影响的３个因素，即超声时间（Ａ）、乙醇比例（体积比）（Ｂ）

以及提取次数（Ｃ），每个因素选择了３个水平，采用Ｌ９（３３）正

交表进行正交实验设计。

２．２．２　样品液的制备与测定　精密称取药材粉末０．５ｇ，置

２５ｍｌ量瓶中，按正交设计方案加入不同比例的乙醇适量，超

声提取，用少量乙醇洗涤残渣，合并提取液并过滤，精密量取

续滤液１０ｍｌ，水浴蒸干，加水１０ｍｌ，盐酸１ｍｌ，水浴回流２

ｈ，冷至室温，用氯仿萃取２次，每次３０ｍｌ，合并氯仿提取

液，蒸干，残渣加甲醇溶解，转移至１０ｍｌ量瓶中，并稀释至

刻度，摇匀，即得。按“２．１色谱条件”项下试验，进样２０μｌ，

外标曲线法计算菝葜皂苷元的含量。

　　以菝葜皂苷元的含量作为指标成分，优选提取条件，测

定结果见表１，方差分析结果见表２，３个因素对提取结果影
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响大小的顺序为Ｂ＞Ｃ＞Ａ，其中Ｂ是影响提取结果的主要

因素。最佳的提取条件为：Ａ２Ｂ２Ｃ２，即７０％乙醇超声提取２
次，每次２０ｍｉｎ。方差分析结果表明：乙醇浓度对结果影响

最为显著（Ｐ＜０．０５）。

表１　正交实验结果

Ｔａｂ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎ

Ｎｏ．
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ

（Ａ，ｔ／ｍｉｎ）
Ｅｔｈａｎｏｌ％
（Ｂ，Ｖ／Ｖ，％）

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
（Ｃ）

Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆ
ｓａｒｓａｓａｐｏｇｅｎｉｎ
（ｍｇ／ｇ）

１ １（１０） １（４０） １（１） １．１９
２ １ ２（７０） ２（２） ２．０６
３ １ ３（９５） ３（３） １．３７
４ ２（２０） １ ２ １．８５
５ ２ ２ ３ ２．２１
６ ２ ３ １ ０．９４
７ ３（３０） １ ３ １．３３
８ ３ ２ １ １．６２
９ ３ ３ ２ １．１３
Ｔ１ｋ ４．６２ ４．３７ ３．７５ 
Ｔ２ｋ ５．００ ５．８９ ５．０４ 
Ｔ３ｋ ４．０８ ３．４４ ４．９１ 
Ｒ ０．９２ ２．４５ １．２９ 

表２　方差分析表

Ｔａｂ２　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ

Ｓｏｕｒｃｅ Ｓｕｍｏｆ
Ｓｑｕａｒｅｓ ｆ Ｍｅａｎ

Ｓｑｕａｒｅ Ｆ Ｐ

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ（Ａ） ０．１１６ ２ ０．０５８ １．９３０ ＞０．０５
Ｅｔｈａｎｏｌ％（Ｂ） １．３６３ ２ ０．６８２ ２２．７１０ ＜０．０５
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙ（Ｃ） ０．１０４ ２ ０．０５２ １．７３８ ＞０．０５
Ｒ ０．０６０ ２ ０．０３０  

２．３　加样回收率试验　精密称取知母药材粉末５份各０．５

ｇ，分别精密加入菝葜皂苷元对照品，按供试液制备方法制备

得５个加样回收的样品溶液。分别在上述色谱条件下进行

检测。实验测得平均加样回收率为１０６．４％ ，ＲＳＤ＝２．６１％
（ｎ＝５）。

２．４　２种方法测定结果比较　取４个产地的知母药材，分别

按上述供试液制备方法和《中国药典》２００５版一部知母前处

理方法制备样品溶液，色谱条件同前，测定结果见表３。

３　讨　论

　　药典前处理方法：取本品粉末（过３号筛）约０．５ｇ，精密

称定，置具塞锥形瓶中，精密加乙醇２５ｍｌ，称定质量，浸泡过

夜，超声处理（功率２００Ｗ ，频率３０ｋＨｚ）４０ｍｉｎ，放冷，再称

定质量，用乙醇补足减失的质量，摇匀，滤过；精密量取续滤

表３　样品含量测定结果

Ｔａｂ３　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｓａｒｓａｓａｐｏｇｅｎｉｎ

ｃｏｎｔｅｎｔｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，ｍｇ／ｇ）

ＳｏｕｒｃｅｏｆＲｈｉｚｏｍａ
Ａｎｅｍａｒｒｈｅｎａｅ

Ｍｅｔｈｏｄ
ｉｎＣｈＰ

Ｉｍｐｒｏｖｅｄ
ｍｅｔｈｏｄ

ＡｎｈｕｉＢｏｚｈｏｕ ０．９３±０．１１ １．３２±０．０９

ＳｈａｎｄｏｎｇＪｉ’ｎａｎ １．８６±０．１３ ２．３５±０．１４

Ｈｕ’ｎａｎＣｈａｎｇｓｈａ １．１２±０．１３ ２．１８±０．１９

ＺｈｅｊｉａｎｇＷｅｎｚｈｏｕ １．５４±０．１７ ２．９５±０．１８

液１０ｍｌ，置水浴中蒸尽乙醇，加水１０ｍｌ，盐酸１ｍｌ，置水浴

中回流２ｈ，取出，冷至室温，边振摇边滴加４０％ 氢氧化钠溶

液至溶液颜色由橙黄突变为橙红，用氯仿萃取２次，每次３０

ｍｌ，合并氯仿提取液，蒸干，残渣加甲醇溶解，转移至１０ｍｌ
量瓶中，并稀释至刻度，摇匀，即得。

　　知母药材中菝葜皂苷元并不是最主要的存在形式［２～４］，

通常与糖结合形成皂苷，单纯采用乙醇为提取溶剂，采用超

声方法提取皂苷类成分，难以提取完全［５］。本文为优化提取

条件进行了正交设计，得到的最优的提取方法为７０％乙醇超

声２０ｍｉｎ２次提取知母皂苷，再用水解方式得到苷元，可以

充分提取出菝葜皂苷元。

　　加样回收率试验结果表明，改进后的方法可以继续沿用

药典中的色谱条件，准确性能够得到保证。

　　本法简化了药典方法，删减了４０％氢氧化钠调节ｐＨ值

的步骤，对含量测定结果并无影响。

　　从４个产地的知母药材含量测定结果看出，采用改进后

方法提取菝葜皂苷元，可以更好地反映药材中菝葜皂苷元的

真实含量。
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