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加速溶剂萃取ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ法同时测定重楼中６种甾体皂苷类成分

王本伟，赵　亮，张　海，吕　磊，李悦悦，张国庆

第二军医大学东方肝胆外科医院药材科，上海２００４３８

　　［摘要］　目的　引入加速溶剂萃取（ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｓｏｌｖｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＡＳＥ）技术，并结合 ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ法同时测定重楼
中６种甾体皂苷类成分的含量。方法　加速溶剂萃取仪在１２０℃、１．１７ＭＰａ（１７００ｐｓｉ）压力下，用７０％的乙醇静态萃取样品
６ｍｉｎ；６种重楼皂苷的含量用 ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ同时测定，色谱柱：ＭＧＣ１８柱（３．０ｍｍ×１００ｍｍ，３．０μｍ）；流动相：乙腈与

０．１％（Ｖ／Ｖ）甲酸水，梯度洗脱；流速：０．８ｍｌ／ｍｉｎ；柱温：２５℃；进样量：３μｌ；离子源：ＥＳＩ正离子模式；雾化气压力：２７５．８５

ｋＰａ（４０ｐｓｉ）；干燥气流速：１０Ｌ／ｍｉｎ；干燥气温度：３５０℃。结果　重楼皂苷Ⅰ、重楼皂苷Ⅱ、重楼皂苷Ⅵ、重楼皂苷Ⅶ、薯蓣皂
苷和纤细薯蓣皂苷的线性范围（μｇ／ｍｌ）分别为：０．５０００～５０．００（ｒ＝０．９９９８）、０．４２２３～４２．２３（ｒ＝０．９９９７）、０．６１２０～６１．２０
（ｒ＝０．９９９９）、０．７１４０～７１．４０（ｒ＝０．９９９５）、０．４４８０～４４．８０（ｒ＝０．９９９９）和０．４３６０～４３．６０（ｒ＝０．９９９７）；各成分的平均回收

率（ｎ＝６）分别为９８．９％、９８．０％、１０２．５％、１０１．９％、１０３．１％和９７．９％。结论　该法溶剂消耗少、耗时短、便于自动化，可实
现高通量分析，可用于重楼中皂苷类成分的含量测定。

　　［关键词］　重楼；甾体皂苷；加速溶剂萃取；高效液相飞行时间质谱
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｔｒｏｄｕｃｅａｎａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｓｏｌｖｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ（ＡＳＥ）ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳｍｅｔｈｏｄｆｏｒｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅠ，ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅡ，ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅥ，ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅦ，ＤｉｏｓｃｉｎａｎｄＧｒａｃｉｌｌｉｎｉｎＰａｒｉｓＰｏｌｙｐｈｙｌｌａ．

Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｂｙＡＳＥｕｎｄｅｒｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｓｏｌｖｅｎｔ７０％ｅｔｈａｎｏｌ；ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ１２０℃；ｐｒｅｓｓｕｒｅ１．１７ＭＰａ（１７００ｐｓｉ）；ａｎｄｓｔａｔｉｃｔｉｍｅ６ｍｉｎ．ＴｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｏｎａＭＧＣ１８ｃｏｌｕｍｎ
（３．０ｍｍ×１００ｍｍ，３．０μｍ）．Ｅｌｕｔｉｏｎｗａｓｄｏｎｅｗｉｔｈａｌｉｎｅａｒｇｒａｄｉｅｎｔｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｓｙｓｔｅｍｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇｏｆ０．１％ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ
（Ｖ／Ｖ）ｗａｔｅｒａｎｄａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ．Ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓｓｅｔａｔ０．８ｍｌ／ｍｉｎ，ｔｈｅｓａｍｐｌｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ３μｌ，ｔｈｅｃｏｌｕｍｎ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓｋｅｐｔｃｏｎｓｔａｎｔａｔ２５℃，ｎｅｂｕｌｉｚｅｒｇａｓｐｒｅｓｓｕｒｅｗａｓ２７５．８ｋＰａ（４０ｐｓｉ），ｄｒｙｉｎｇｇａｓｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ１０Ｌ／ｍｉｎ，ａｎｄ

ｇａｓｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３５０℃．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｆｏｒＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅠ，ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅡ，ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅥ，Ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ

Ⅶ，ＤｉｏｓｃｉｎａｎｄＧｒａｃｉｌｌｉｎｗｅｒｅｌｉｎｅａｒｗｉｔｈｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ０．５０００５０．００μｇ／ｍｌ（ｒ＝０．９９９８），０．４２２３４２．２３μｇ／ｍｌ
（ｒ＝０．９９９７），０．６１２０６１．２０μｇ／ｍｌ（ｒ＝０．９９９９），０．７１４０７１．４０μｇ／ｍｌ（ｒ＝０．９９９５），０．４４８０４４．８０μｇ／ｍｌ（ｒ＝０．９９９９）

ａｎｄ０．４３６０４３．６０μｇ／ｍｌ（ｒ＝０．９９９７），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ａｎｄｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ（ｎ＝６）ｗｅｒｅ９８．９％，９８．０％，１０２．５％，

１０１．９％，１０３．１％ａｎｄ９７．９％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄｍｅｔｈｏｄｉｓｓｏｌｖｅｎｔｓａｖｉｎｇａｎｄｔｉｍｅｓａｖｉｎｇ；ｉｔｃａｎａｌｓｏ

ｂｅｕｓｅｄｆｏｒｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓｔｅｒｏｉｄａｌｓａｐｏｎｉｎｓｉｎＰａｒｉｓＰｏｌｙｐｈｙｌｌａ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＰａｒｉｓＰｏｌｙｐｈｙｌｌａ；ｓｔｅｒｏｉｄａｌｓａｐｏｎｉｎｓ；ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｓｏｌｖｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（５）：５４９５５２］

　　 中 药 重 楼 为 百 合 科 植 物 云 南 重 楼 Ｐａｒｉｓ
ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ Ｓｍｉｔｈ Ｖａｒ．ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ （Ｆｒａｎｃｈ．）

ＨａｎｄＭａｚｚ或七叶一枝花ＰａｒｉｓｐｏｌｙｐｈｙｌｌａＳｍｉｔｈ
Ｖａｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｈａｒａ的干燥根茎［１］。以
蚤休之名始载于《神农本草经》，为我国南方地区少

数民族常用的中草药之一［２］，苦，微寒，有小毒，归肝
经，具有清热解毒、消肿止痛、凉肝定惊之功效，临床
上主要用于治疗毒蛇咬伤、惊风抽搐、跌打损伤
等［１］。现代药理学研究表明重楼还具有良好的抗肿

瘤、抗炎、免疫调节等作用［３］。一般认为甾体皂苷为
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其主要活性成分。有关重楼皂苷的定量研究已有报
道，但主要采用的都是常规的超声法、回流提取法
等，普遍存在着溶剂消耗多、耗时长等缺点［４５］。因
此有必要寻求一种新的前处理方法，从根本上解决
传统方法所不能解决的难题。加速溶剂萃取（ａｃｃｅｌ
ｅｒａｔｅｄｓｏｌｖｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＡＳＥ）是早在１９９５年提
出的一种在高温、高压的条件下从基质中提取分析
物的自动萃取技术。高温能增加目标物在溶剂中的
溶解度，同时也能降低溶剂的黏度，有利于溶剂分子
向基质扩散，提高了目标物的溶出率；高压能提高溶
剂的沸点，使溶剂在高于正常沸点的温度下仍处于
液体状态［６７］。ＡＳＥ的整个过程都处于密闭的环
境，避免了有机溶剂对环境的污染和对人体的危害；
且具有提取效率高、溶剂消耗少、耗时短和便于自动
化等优点。因此，本研究引入了 ＡＳＥ，并结合高灵
敏度的 ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ法对中药重楼中６种甾体
皂苷类成分进行系统研究。

１　仪器和试药

１．１　仪器　ＡＳＥ３５０加速溶剂萃取仪（美国Ｄｉｏｎｅｘ
公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ＨＰＬＣ液相色谱仪，包括四元

泵、自动进样器、柱温箱和 Ｍａｓｓｈｕｎｔ色谱工作站

（美国Ａｇｉｌｅｎｔ）；Ａｇｉｌｅｎｔ６２２０飞行时间质谱仪（美国

Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＭＧＣ１８色谱柱（３．０ｍｍ×１００ｍｍ，

３．０μｍ）；电子天平（美国梅特勒公司）；ＤＦＴ２００粉

碎机（浙江温岭市林大机械有限公司）；力康超纯水

净化仪。

１．２　试药　重楼药材购于云南和四川，经第二军医
大学药学院生药学教研室孙莲娜副教授鉴定为百合

科植物云南重楼 Ｐａｒｉｓｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ Ｓｍｉｔｈ Ｖａｒ．
ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ（Ｆｒａｎｃｈ．）ＨａｎｄＭａｚｚ或七叶一枝花

ＰａｒｉｓｐｏｌｙｐｈｙｌｌａＳｍｉｔｈＶａｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｆｒａｎｃｈ．）

Ｈａｒａ的干燥根茎；标准品重楼皂苷Ⅰ、重楼皂苷Ⅱ、
重楼皂苷Ⅵ、重楼皂苷Ⅶ、薯蓣皂苷、纤细薯蓣皂苷
和木通皂苷（内标）均购于中国药品生物制品检定
所，纯度均大于９８％；乙腈为色谱纯；水为超纯水；
其他试剂为分析纯。

２　方法和结果

２．１　ＡＳＥ条件　萃取温度：１２０℃；压力：１．１７
ＭＰａ（１７００ｐｓｉ）；静态萃取时间：６ｍｉｎ；循环次数：

１次；冲洗体积：７０％；氮气吹扫时间：６０ｓ；萃取溶
剂：７０％乙醇；萃取池：１０ｍｌ。

２．２　ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ条件　色谱柱：ＭＧＣ１８柱
（３．０ｍｍ×１００ｍｍ，３．０μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）与

０．１％（Ｖ／Ｖ）甲酸水（Ｂ）；洗脱梯度：０～５ｍｉｎ，

２０％～３０％ Ａ；５～１５ｍｉｎ，３０％～４１％ Ａ；１５～２０
ｍｉｎ，４１％～４５％Ａ；２０～２５ｍｉｎ，４５％～５０％Ａ。流
速：０．８ｍｌ／ｍｉｎ；柱温：２５℃；进样量：３μｌ；离子源：

ＥＳＩ正离子模式；雾化气压力：２７５．８ｋＰａ（４０ｐｓｉ）；
干燥气流速：１０Ｌ／ｍｉｎ；干燥气温度：３５０℃；毛细管
电压：４０００Ｖ；碎片电压：１８０Ｖ；质谱扫描范围：

ｍ／ｚ４００～１１００。离子流图见图１。

图１　内标及６种重楼皂苷的提取离子流图

Ｆｉｇ１　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｃｕｒｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
ｏｆ６ｓｔｅｒｏｉｄａｌｓａｐｏｎｉｎｓａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ

Ａ：Ａｋｅｂｏｓｉｄｅ Ｄ （ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ）；Ｂ：Ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ Ⅶ；Ｃ：

ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅥ；Ｄ：ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅡ；Ｅ：ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅠ；Ｆ：Ｄｉｏｓｃｉｎ；

Ｇ：Ｇｒａｃｉｌｌｉｎ

２．３　标准品溶液的制备　精密称取重楼皂苷Ⅰ
２．５０ｍｇ、重楼皂苷Ⅱ１．２１ｍｇ、重楼皂苷Ⅵ３．０６

ｍｇ、重楼皂苷Ⅶ３．５７ｍｇ、薯蓣皂苷２．２４ｍｇ和纤

细薯蓣皂苷２．１８ｍｇ，置１０ｍｌ量瓶中，加甲醇溶解

并稀释至刻度，摇匀备用。精密称取木通皂苷（内标）

５．９６ｍｇ，置２５ｍｌ量瓶中，加甲醇溶解至刻度，备用。

２．４　供试品溶液的制备　精密称取重楼药材粉末
（２０～４０目）１．０ｇ，置１０ｍｌ不锈钢的萃取池（下端
加装纤维滤膜）中，把萃取池放在固定装置上，设置
提取参数（包括静态萃取时间、萃取温度、循环次数
和冲洗体积等），然后用７０％的乙醇进行ＡＳＥ，萃取
液置５０ｍｌ量瓶中，用７０％的乙醇定容至刻度，最后
过０．２２μｍ的微孔滤膜，取续滤液作为供试品溶液。

２．５　标准曲线的制备　分别精密吸取２．３项下的
储备液，配制成系列混合对照品溶液，按上述

ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ条件，连续进样７次，记录峰面积。
以标准品和内标的浓度之比（Ｘ）为横坐标，峰面积之
比（Ｙ）为纵坐标，进行线性回归。回归方程见表１。
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２．６　精密度试验　分别取６种重楼皂苷高、中、低

３种浓度的标准溶液，在２．２项下所列条件下，２４ｈ
内连续进样５次，考察日内精密度（ＲＳＤ）；连续检测

３ｄ，考察日间ＲＳＤ。结果见表２。

表１　回归方程结果

Ｔａｂ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ
ｎ＝７

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
ｅｑｕａｔｉｏｎ

Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

ｒ

１ Ｙ＝１．２１１Ｘ－０．００６１９ ０．５０００５０．００ ０．９９９８
２ Ｙ＝０．６９７９Ｘ－０．０２９１０ ０．４２２３４２．２３ ０．９９９７
３ Ｙ＝１．０６２Ｘ－０．０４１２１ ０．６１２０６１．２０ ０．９９９９
４ Ｙ＝０．８３２３Ｘ－０．１７４０ ０．７１４０７１．４０ ０．９９９５

Ｄｉｏｓｃｉｎ Ｙ＝０．９５６６Ｘ－０．０１７８０ ０．４４８０４４．８０ ０．９９９９
ＧｒａｃｉｌｌｉｎＹ＝１．６４２Ｘ－０．０６９３７ ０．４３６０４３．６０ ０．９９９７

　１：Ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ Ⅰ；２：Ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ Ⅱ；３：Ｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎ Ⅵ；４：

ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅦ

表２　精密度试验结果

Ｔａｂ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎｔｅｓｔ

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

ＩｎｔｒａｄａｙＲＳＤ
（ｎ＝５，％）

ＩｎｔｅｒｄａｙＲＳＤ
（ｎ＝３，％）

ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅠ ５０ ２．４ ２．０
５ ２．３ ２．９
０．５ ２．２ ３．２

ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅡ ４２．２ ２．８ ２．１
４．２２ ２．８ ２．４
０．４２２ ２．６ ２．４

ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅥ ６１．２ １．４ ２．０
６．１２ ２．６ １．６
０．６１２ ２．５ ２．６

ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅦ ７１．４ ０．９ １．５
７．１４ １．６ ２．０
０．７１４ ２．０ ３．６

Ｄｉｏｓｃｉｎ ４４．８ ２．４ １．０
４．４８ ２．５ ２．７
０．４４８ ３．５ ２．４

Ｇｒａｃｉｌｌｉｎ ４３．６ １．８ １．０
４．３６ ２．２ ２．８
０．４３６ ２．２ ３．５

　ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ

２．７　稳定性试验　取同一份供试品溶液分别于０、

６、１２、２４、３０、３６和４８ｈ重复进样，测得６种重楼皂苷
的ＲＳＤ值分别为１．３％、２．４％、２．２％、１．７％、１．９％
和２．７％，表明供试品溶液在４８ｈ内稳定性良好。

２．８　检测限和定量限　将重楼皂苷标准品溶液进
行逐级稀释，以信噪比Ｓ／Ｎ＝１０确定其最低定量
限；以信噪比Ｓ／Ｎ＝３确定其最低检测限。６种重
楼皂苷的最低定量限分别为０．０６６６７、０．０５６３１、

０．０８１６０、０．０９５２０、０．０５９７３和０．０５８１３μｇ／ｍｌ，最
低检测限分别为０．０２５００、０．０３３７９、０．０２４４８、

０．０５７１２、０．０３５８４和０．０４３６０μｇ／ｍｌ。

２．９　重复性试验　取同一批重楼药材粉末按２．４
项下提取方法平行制备供试品溶液７份，在上述

ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ条件下测定。６种重楼皂苷的平均
含量分别为２．５６３、１．９４３、８．４０５、３．８４１、１．２０１和

０．９７２８μｇ／ｍｇ；ＲＳＤ 值 分 别 为 ２．０％、３．４％、

２．２％、２．８％、１．９％和３．２％。结果表明所优选的
提取方法具有较高的可靠性和重现性。

２．１０　回收率试验　精密称取已知含量的重楼药材
粉末６份，每份约１．０ｇ，置１０ｍｌ不锈钢萃取池中，
分别精密加入６种重楼皂苷标准品，按２．４项下制
备供试品溶液，在上述液质条件下分别测定重楼皂
苷Ⅰ、重楼皂苷Ⅱ、重楼皂苷Ⅵ、重楼皂苷Ⅶ、薯蓣皂
苷和纤细薯蓣皂苷的含量，６种重楼皂苷的平均回
收率为９８．９％、９８．０％、１０２．５％、１０１．９％、１０３．１％
和９７．９％，ＲＳＤ 值分别为１．２％、１．７％、２．６％、

１．８％、１．０％和１．８％。

２．１１　样品测定　分别取云南和四川两个产地共５
个批次的重楼药材粉末约１．０ｇ，精密称定，按２．４
项下制备供试品溶液，在上述液质条件下分别测定

重楼皂苷Ⅰ、重楼皂苷Ⅱ、重楼皂苷Ⅵ、重楼皂苷Ⅶ、

薯蓣皂苷和纤细薯蓣皂苷的含量，发现２个批次药

材（０９０８２４，１１０９１３）符合《中华人民共和国药典》

（２０１０年版）中重楼作为药用的标准，结果见表３。

表３　样品含量测定结果

Ｔａｂ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｍＢ／（μｇ·ｍｇ－１），ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

Ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ Ｓｏｕｒｃｅ ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅠ ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅡ ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅥ ＰｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅦ Ｄｉｏｓｃｉｎ Ｇｒａｃｉｌｌｉｎ

０９０８２４ Ｙｕｎｎａｎ ２．３９５±０．０３１ １．４８２±０．０３３ ８．３７９±０．１８２ ３．７８８±０．０６２ １．３０４±０．０２３ ０．８２６±０．０２４
１１０２１９ Ｙｕｎｎａｎ ０．４５３±０．０１１ ０．３３２±０．００９ ０．０８２±０．００１ １．００３±０．０１０ ０．２８０±０．００７ ０．１４７±０．００３
１１０７３１ Ｙｕｎｎｎａ ０．２７６±０．００６ ０．１９５±０．００４ ０．０２４±０．００１ ０．９８４±０．０１５ ０．２１０±０．００２ ０．２５７±０．００２
２００９０５００７２ Ｓｉｃｈｕａｎ ０．３１９±０．０１０ ０．２５２±０．００６ ０．０３９±０．００１ ０．６３２±０．０２３ ０．０９４±０．００２ ０．１３７±０．００５
１１０９１３ Ｓｉｃｈｕａｎ ７．０２０±０．２０２ １．４７５±０．０３６ ０．１３６±０．００２ ０．９７３±０．０１９ ２．６３７±０．０７１ １０．１１０±０．２８０
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３．１　ＡＳＥ提取参数的优化　由于影响 ＡＳＥ的因
素很多，选择合理的提取工艺参数显得尤为重要。
本研究选择对实验结果影响较大的４个参数（萃取
温度、静态萃取时间、冲洗体积和循环次数）进行四
因素三水平Ｌ９（３４）的正交试验设计（表４），并以《中
华人民共和国药典》（２０１０年版）中规定的４种重楼皂
苷的含量为指标，来优选最佳试验参数。最终优选出
的最佳试验条件为Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ１，即萃取温度为１２０℃，
静态萃取时间６ｍｉｎ，冲洗体积７０％，循环次数１次。

表４　正交试验设计及其结果

Ｔａｂ４　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔａｎｄｉｔｓｒｅｓｕｌｔｓ

Ｎｏ． Ａ
θ／℃

Ｂ
ｔ／ｍｉｎ

Ｃ
（％） Ｄ

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒａｔｉｏｏｆ
ｆｏｕｒＰａｒｉｓｓａｐｏｎｉｎｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％）

１ １（８０） １（６） １（５０） １（１） １．５６２±０．０３１
２ １ ２（８） ２（６０） ２（２） １．４０８±０．０２６
３ １ ３（１０） ３（７０） ３（３） １．４６４±０．０３２
４ ２（１００） １ ２ ３ １．５２２±０．０３２
５ ２ ２ ３ １ １．４２０±０．０２２
６ ２ ３ １ ２ １．３３９±０．０１３
７ ３（１２０） １ ３ ２ １．６２５±０．０１５
８ ３ ２ １ ３ １．５９８±０．０３０
９ ３ ３ ２ １ １．４２１±０．０２８
Ｋ１ ５．５４３ ５．８８７ ５．６２５ ５．５０４
Ｋ２ ５．３５１ ５．５３２ ５．４３８ ５．４６５
Ｋ３ ５．８０５ ５．２８１ ５．６３７ ５．４３０

　Ａ：Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；Ｂ：Ｓｔａｔｉｃｔｉｍｅ；Ｃ：Ｒｉｎｓｅｖｏｌｕｍｅ；Ｄ：Ｃｙｃｌｅｓ

３．２　色谱柱的选择　本实验选择了 ＡｇｉｌｅｎｔＸＤＢ
Ｃ１８柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５．０μｍ）、ＡｇｉｌｅｎｔＸＤＢ
Ｃ８柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５．０μｍ）和 ＭＧＣ１８柱
（３．０ｍｍ×１００ｍｍ，３．０μｍ）进行了预实验，发现

ＭＧＣ１８柱不但具有很好的分离度和柱效，而且还能
明显缩短分析时间，６种重楼皂苷在２５ｍｉｎ内均能
完全出峰，并具有好的分离度。因此最终选择

ＭＧＣ１８柱作为实验用色谱柱。

３．３　流动相的选择　分别用甲醇０．１％甲酸水、乙
腈水和乙腈０．１％甲酸水进行了流动相选择试验。
结果表明甲醇０．１％甲酸水洗脱能力较弱，分析时
间明显延长；乙腈水洗脱出峰的分离度和对称性较
差；而乙腈０．１％甲酸水为流动相能够获得良好的
分离度和对称性。因而最终选择乙腈０．１％甲酸水
为流动相进行梯度洗脱。

３．４　质谱条件的优化　本实验对ＥＳＩ源正负离子
模式分别进行监测，发现正离子模式具有很好的质
谱响应；同时也考察了不同的雾化气压力、干燥气流

速和碎片电压对实验结果的影响。结果表明：雾化
气压力为２７５．８ｋＰａ（４０ｐｓｉ），干燥气流速为１０Ｌ／

ｍｉｎ，碎片电压为１８０Ｖ时，质谱信号最好。

３．５　ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ联用　中药重楼是个非常复
杂的体系，很多组分在色谱柱上具有相似的保留行
为，紫外检测不能满足对分离度的要求，而且重楼皂
苷的紫外吸收也比较弱，用ＤＡＤ检测器会降低灵敏
度，而ＴＯＦ／ＭＳ在分析复杂体系具有明显的优势，
分析速度也非常快，能够满足对多组分的同时分析。
本研究采用 ＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ法同时测定重楼药材
中６种甾体皂苷类成分，获得满意结果。

　　本实验基于ＡＳＥＨＰＬＣＴＯＦ／ＭＳ建立了一整
套中药的提取分离分析方法，并对５个批次的重楼
药材中６种重楼皂苷类成分进行了含量测定，该法
溶剂消耗少、分析速度快、分离度好、便于自动化，能
够同时测定重楼皂苷Ⅰ、重楼皂苷Ⅱ、重楼皂苷Ⅵ、
重楼皂苷Ⅶ、薯蓣皂苷和纤细薯蓣皂苷的含量。通
过对５个批次的重楼药材进行检测，发现其品质存
在很大的差异，仅有２批次药材符合《中华人民共和
国药典》（２０１０年版）中重楼作为药用的标准。该法
可以为制定新的重楼药材质量标准提供借鉴。
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