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高效液相色谱法测定白狼毒中月腺大戟素犃的含量
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　　［摘要］　目的　建立白狼毒药材中月腺大戟素Ａ的含量测定方法。方法　采用高效液相色谱法，色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ

ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈∶０．１％甲酸水溶液＝５５∶４５，等度洗脱，流速１．０ｍＬ·ｍｉｎ
－１，检测波

长为２９０ｎｍ，柱温２５℃，进样量２０μＬ，运行时间为２０ｍｉｎ。结果　月腺大戟素Ａ与周围干扰峰达到基线分离，线性范围为

４．５４５～２２７．３μｇ·ｍＬ
－１，相关系数狉＝０．９９９９；日内、日间精密度均小于２％；平均回收率为（９９．１±３．４）％（狀＝６），狼毒大戟

２个批次药材及月腺大戟对照药材中月腺大戟素Ａ含量分别为（５６．７３±１．０９）、（１８．９８±２．１１）及（２３５．２±２．４）μｇ／ｇ（狀＝６）。

结论　该法简便快捷、测定结果准确，重复性好，可用于白狼毒药材中月腺大戟素Ａ的含量测定。
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１５０ｍｍ，５μｍ）；ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ：０．１％ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄｉｎｗａｔｅｒ＝５５∶４５（犞∶犞），ｉｓｏｃｒａｔｉｃｅｌｕｔｉｏｎ，ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅ
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１．０９）μｇ／ｇ，（１８．９８±２．１１）μｇ／ｇａｎｄ（２３５．２±２．４）μｇ／ｇ（狀＝６），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 Ｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，
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ｐｒｅｓｓｕｒｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（４）：５１７５２０］

　　中药白狼毒为大戟科植物月腺大戟（犈狌狆犺狅狉犫犻犪

犲犫狉犪犮狋犲狅犾犪狋犪 Ｈａｙａｔａ）和 狼 毒 大 戟 （犈狌狆犺狅狉犫犻犪

犳犻狊犮犺犲狉犻犪狀犪Ｓｔｅｕｄ）的根
［１］。狼毒大戟主要分布在

黑龙江、内蒙古、吉林、辽宁、河北等地，其味苦、辛，

性平，有毒，入肺、肝、脾，具有泄水逐饮、破疾杀虫之

功效［１６］。月腺大戟主产于河南、山东、江苏、安徽、

湖北、湖南、浙江、福建等地，味辛，性平，有大毒，具

有散结杀虫的功效，民间常用作驱虫、治疗肺结核和

癌症［７８］。近年来白狼毒引起越来越多学者的注意，

尤其是其中萜类和苯乙酮类［９］的特有成分，表现出了

显著的抗结核、抗癌、细胞毒等生物活性［１０１２］，但这些

成分同时存在着一定毒性，制约着其使用。因此，

·７１５·
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进一步明确其生物活性与毒性的物质基础，以及它

们之间的相互关系非常重要。

前期研究经植化分离提取得到化合物月腺大戟

素Ａ，初步的实验证明其对肝癌细胞具有一定的细

胞毒作用，为白狼毒中具有抗肿瘤作用的活性物质。

本研究采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）建立该物质的

含量测定方法，对狼毒大戟与月腺大戟中共有化合

物月腺大戟素Ａ的含量进行测定，为提高白狼毒有

效部位提取纯化效率提供支持。

１　仪器和试药

１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００系列高效液相色谱仪（美

国安捷伦公司），包括 Ｇ１３７９Ａ 型真空脱气机、

Ｇ１３１１Ａ型四元泵、Ｇ１３６７Ａ型高性能自动进样器、

Ｇ１３１６Ａ型柱温箱、Ｇ１３１５Ａ型二极管阵列检测器

（ＤＡＤ）；ＡＥ２４０型十万分之一电子天平（梅特勒托

利多瑞士有限公司）；ＸＷ８０Ａ型漩涡混合器（上海

医科大学仪器厂）；ＤＪ０４粉碎机（上海定久仪器设

备有限公司）；ＰＷ型超纯水系统（香港力康公司）；

ＫＱ２５０ＤＥ型医用数控超声波清洗器（昆山市超声

仪器有限公司）；ＨＨ·Ｓ１２电热恒温水浴锅（上海

跃进医疗器械厂）。

１．２　药品与试剂　狼毒大戟２个批次药材购自安

徽（产地山东，批号：２０１４０８０５、２０１４１００７），经第二军

医大学药学院生药学教研室的孙莲娜教授鉴定为狼

毒大戟的根；月腺大戟对照药材购自中国药品生物

制品鉴定所，批号１２０９６１２００３０３。月腺大戟素 Ａ

对照品（纯度＞９８％）购自上海诗丹德生物技术有限

公司。乙腈为色谱纯（美国费希尔公司），乙醇为分

析纯（江苏强盛功能化学股份有限公司），水为超

纯水。

２　方法和结果

２．１　色谱条件　色谱柱 ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８

（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ），流动相：乙腈∶０．１％甲

酸水溶液＝５５∶４５，流速为１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为

２５℃，紫外检测波长为２９０ｎｍ，进样量为２０μＬ，运

行时间为２０ｍｉｎ。

２．２　供试品溶液制备　取药材适量，置粉碎机中打

碎，过１００目筛，取粉末约５．０ｇ，精密称定，置于

１００ｍＬ锥形瓶中，加入４０ｍＬ无水乙醇，超声提取

１５ｍｉｎ，过滤，收集滤液；残渣同法再提取１次，合并

２次滤液，置蒸发皿中，水浴（９０℃）浓缩至３ｍＬ，再

转移至５ｍＬ容量瓶中，用无水乙醇定容，经０．４５

μｍ有机滤膜过滤，取续滤液待测。

２．３　对照品储备液的配制　精密称取月腺大戟素

Ａ对照品２２．７３ｍｇ，置２５ｍＬ量瓶中，用甲醇溶解

并定容，得浓度为０．９０９ｍｇ·ｍＬ－１的对照品储备

液，置冰箱４℃保存。

２．４　方法学的考察

２．４．１　系统适用性实验　分别取月腺大戟素Ａ对

照品、供试品溶液，按２．１项下色谱条件进行分析，

记录色谱图，见图１。结果表明月腺大戟素Ａ的保

留时间约为１５．２ｍｉｎ，所得色谱峰与周围干扰峰的

分离度均大于１．５，理论塔板数均大于９０００，拖尾

因子０．９６４。

图１　月腺大戟素犃对照品及供试品色谱图

Ａ：对照品；Ｂ：狼毒大戟药材 （批号２０１４０８０５）；Ｃ：狼毒大戟药材 （批号２０１４１００７）；Ｄ：月腺大戟对照药材．１：月腺大戟素Ａ

·８１５·
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２．４．２　标准曲线的制备　按逐级稀释法，精密量取

月腺大戟素Ａ对照品储备液适量，置于１０ｍＬ量瓶

中，加入甲醇定容至刻度，得浓度分别为２２７．３、

９０．９０、４５．４５、２２．７３、９．０９０、４．５４５μｇ·ｍＬ
－１的系

列对照品溶液，按２．１项下色谱条件进样分析，以浓

度为横坐标（犡）、色谱峰面积为纵坐标（犢）进行线性

回归，得月腺大戟素Ａ回归方程为：犢＝７３．０８犡－

１１６．８６，狉＝０．９９９９，线性范围为４．５４５～２２７．３

μｇ·ｍＬ
－１。

２．４．３　定量限与检测限　取月腺大戟素Ａ的对照

品溶液倍数稀释后进行分析，以信噪比为１０∶１确

定其最低定量限为０．２２７μｇ·ｍＬ
－１；以信噪比为

３∶１确定其最低检测限为０．１１３μｇ·ｍＬ
－１。

２．４．４　精密度实验　取月腺大戟素Ａ低 （９．０９０

μｇ·ｍＬ
－１）、中（４５．４５μｇ·ｍＬ

－１）、高（２２７．３

μｇ·ｍＬ
－１）３个浓度的对照品溶液，按２．１项下色

谱条件进样分析，在１ｄ内分别进样３次，以及连续

３ｄ每天进样１次，考察日内、日间精密度。月腺大

戟素Ａ低、中、高浓度的日内精密度分别为０．６５％、

０．４１％及０．５６％，日间精密度分别为１．２６％、

１．７０％及０．８３％，均小于２％，表明方法精密度

良好。

２．４．５　重复性实验　取狼毒大戟药材（批号

２０１４１００７）粉碎后过１００目筛，取粉末约５．０ｇ，精密

称定，按２．２项下方法制备供试品溶液，平行操作６

份，按２．１项下色谱条件进样分析。计算得月腺大

戟素Ａ的含量为５４．９４μｇ／ｇ，相对标准偏差（ＲＳＤ，

狀＝６）为１．３５％，表明该方法重复性好。

２．４．６　加样回收率实验　取狼毒大戟药材（批号

２０１４１００７）粉末约２．５ｇ，精密称定，置于５０ｍＬ锥

形瓶中，再加入精确浓度为９０９μｇ·ｍＬ
－１的月腺大

戟素Ａ对照品储备液０．１５ｍＬ，按２．２项下方法制

备供试品溶液，平行操作６份，按２．１项下色谱条件

进样分析。结果月腺大戟素Ａ的平均加样回收率

为（９９．１±３．４）％（狀＝６）。

２．４．７　稳定性实验　取狼毒大戟药材（批号：

２０１４１００７）粉末约５．０ｇ，精密称定，按２．２项下条件

制备供试品溶液，分别于放置０、２、４、６、８、１２ｈ时按

２．１项下色谱条件进样分析。计算月腺大戟素Ａ的

ＲＳＤ为１．４％，表明样品在１２ｈ内稳定性良好。

２．５　含量测定　分别取狼毒大戟的２个不同批次

药材及月腺大戟对照药材粉末各约５．０ｇ，精密称

定，按２．２项下条件制备供试品溶液，按２．１项下色

谱条件进样分析，计算月腺大戟素Ａ的含量。狼毒

大戟（批号２０１４１００７）平均含量为（５６．７３±１．０９）

μｇ／ｇ（狀＝６），狼毒大戟（批号２０１４０８０５）平均含量为

（１８．９８±２．１１）μｇ／ｇ（狀＝６），月腺大戟对照药材平

均含量为（２３５．２±２．４）μｇ／ｇ（狀＝６）。

２．６　实验条件优化

２．６．１　样品前处理方法的优化　采用正交设计法

对影响超声提取结果的提取溶剂、倍数、时间及次数

等４个因素进行优化，参考Ｌ９（３４）正交设计表，各因

素水平设置见表１。取狼毒大戟药材（批号：

２０１４１０００７）适量，置粉碎机中打碎，过１００目筛，取

粉末约５．０ｇ，精密称定，置于１００ｍＬ的容量瓶中；

按表１中设定的实验参数进行提取，过滤，滤液置水

浴锅中浓缩，最后定容至５ｍＬ容量瓶中，经０．４５

μｍ有机滤膜过滤，取续滤液按２．１项下色谱条件进

样分析，计算每个样品中月腺大戟素Ａ的含量。以

各样品中月腺大戟素Ａ的含量作为衡量标准分别

计算各实验结果的综合平均值犓１、犓２和犓３及其极

差犚，结果见表１。

表１　正交试验结果

试验号
提取溶

剂（Ａ）

溶剂体积

犞／ｍＬ（Ｂ）

提取时间

狋／ｍｉｎ（Ｃ）

提取次

数（Ｄ）

月腺大戟

素Ａ含量

ρＢ／（μｇ·ｍＬ
－１）

１ ５０％乙醇 ３０ １５ １ ２２．５３

２ ５０％乙醇 ４０ ３０ ２ ４６．０６

３ ５０％乙醇 ５０ ６０ ３ ４４．２８

４ ７５％乙醇 ３０ ３０ ３ ４１．９９

５ ７５％乙醇 ４０ ６０ １ ３９．９６

６ ７５％乙醇 ５０ １５ ２ ５４．９６

７ １００％乙醇 ３０ ６０ ２ ４６．７９

８ １００％乙醇 ４０ １５ ３ ５７．０８

９ １００％乙醇 ５０ ３０ １ ４０．１２

犓１ ３７．６２ ３７．１０ ４４．８６ ３４．２０

犓２ ４５．６４ ４７．７０ ４２．７２ ４９．２７

犓３ ４８．００ ４６．４５ ４３．６８ ４７．７８

犚 １０．３７ １０．６０ ２．１３ １５．０７

　　犓１、犓２、犓３ 为水平均值，犚为极值。由表１可

以看出，对于因素Ａ，犓３＞犓２＞犓１；对于因素Ｂ，

犓２＞犓３＞犓１；对于因素Ｃ，犓１＞犓３＞犓２；对于因素

·９１５·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　２０１６年４月，第３７卷

犇，犓２＞犓３＞犓１；最优组合应为Ａ３Ｂ２Ｃ１Ｄ２。由犚值

可知，各因素对提取结果影响程度依次为：提取次数

＞溶剂体积＞提取溶剂＞提取时间。最终确定供试

品溶液最优制备方法为２．２项下方法。

２．６．２　色谱柱的考察　白狼毒中成分复杂，为达到

定量分析要求，月腺大戟素Ａ与干扰峰要完全分

离。考察不同类型填料色谱柱对月腺大戟素Ａ与

杂质分离的影响，如ＣｈｒｏｍａｓｉｌＣ１８、ＷａｔｅｒｓＲＰＣ１８、

ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８，发现在ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢ

Ｃ１８（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５．０μｍ）色谱柱上月腺大戟

素Ａ色谱峰与其他峰分离良好、保留时间合适、峰

形对称，符合实验要求。

２．６．３　流动相的考察　对流动相的组成及不同比

例进行了考察，发现使用甲醇水系统在等度洗脱的

条件下月腺大戟素Ａ的峰形较差，且与干扰峰不能

很好地分离。采用乙腈水系统能够明显改善峰形，

在流动相中加入一定比例的甲酸有助于提高周围干

扰峰的分离度；同时考察乙腈与０．１％甲酸水溶液

的不同比例，由７５∶２５→６５∶３５→５５∶４５，最终确

定流动相组成为乙腈∶０．１％甲酸水溶液＝５５∶４５

时分离效果最佳。

２．６．４　检测波长的选择　采用ＤＡＤ对月腺大戟素

Ａ在２００～４００ｎｍ范围内的紫外吸收进行了全扫

描，发现月腺大戟素Ａ在２３０ｎｍ及２９０ｎｍ均有较

好的紫外吸收，２９０ｎｍ处有最大吸收，故选择２９０

ｎｍ作为检测波长。

３　讨　论

本研究建立了 ＨＰＬＣ测定月腺大戟和狼毒大

戟中月腺大戟素Ａ含量的方法，通过对不同类型色

谱柱、流动相组成的考察，确定了最佳的色谱条件；

方法学考察表明本方法能够用于对月腺大戟素Ａ

含量的测定。该方法前处理条件简便、测定结果准

确可靠、重复性好，实用性强且溶剂消耗少、分析速

度快，可用于白狼毒中月腺大戟素Ａ的含量测定。
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