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[摘要 ]  目的: 建立草豆蔻药材的定性鉴别和定量检测方法。方法:运用薄层色谱法和高效液相色谱法对草豆蔻药材中

山姜素 ( a lpine tin)、乔松素 ( pinocem brin)、小豆蔻明 ( ca rdam on in)和桤木酮 ( alnustone)进行定性鉴别和含量测定。以 U ltim ate

XB-C18色谱柱 ( 41 6 mm @ 250 mm, 5Lm )为固定相, 甲醇-水为流动相,梯度洗脱,检测波长 300 nm,柱温 30 e 。结果: 草豆蔻

药材中山姜素、乔松素、小豆蔻明和桤木酮的薄层色谱鉴别特征明显,专属性强; 4个指标成分在进样量 251 5~ 509( r= 01 999

9), 2419~ 498( r= 01 999 9), 2611~ 521( r= 01 999 9), 5012~ 1003 ng( r= 01 999 9)与峰面积线性关系良好; 平均加样回收率

( n= 9)分别为 971 95% , 971 36% , 97150% , 981 02% , RSD均小于 119%。结论:通过对 9批不同来源的草豆蔻药材的薄层鉴别

和含量测定, 证明该方法简单灵敏, 专属性强,准确可靠, 重复性好,为全面评价草豆蔻药材质量提供了参考。
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  草豆蔻为姜科植物草豆蔻 A lp inia katsum adai

Haya ta的干燥近成熟种子,为常用中药
[ 1]
。草豆蔻

主要含有黄酮、双苯庚烷、二苯乙烯及萜类等化合

物
[ 2-6]
。前期研究表明山姜素、乔松素、小豆蔻明和

桤木酮在草豆蔻中含量最高,是其治疗胃溃疡、促进

胃肠功能、镇吐和抑菌的主要活性成分
[ 7-9 ]
。 5中国

药典6 ( 2005年版 一部 )草豆蔻药材的质量标准收

载了以小豆蔻明、山姜素为指标成分的薄层色谱鉴

别和总挥发油含量测定
[ 1]
。文献报道也仅有草豆

蔻药材中山姜素和小豆蔻明的 HPLC含量测定研

究
[ 10-12 ]

。本文以山姜素、乔松素、小豆蔻明和桤木

酮为指标成分,建立了草豆蔻药材的薄层色谱鉴别

和高效液相色谱含量测定方法。

1 仪器与试药

W aters 600系列高效液相色谱仪 ( W aters 600

contro ler, 717p lus Autosample, 996 PDA检测器, HT-

220A柱温箱 ) ; 瑞士 Cam ag薄层色谱仪 ( Automa tic

TLC sampler 4, Reprostar 3)。

山姜素、乔松素、小豆蔻明和桤木酮对照品由上

海中药标准化研究中心提供,纯度\ 98%; 甲醇为色

谱纯,水为重蒸水,其余溶剂为分析纯。

草豆蔻药材分别购于海南、广东、河北、河南、安

徽、陕西等省, 经上海中药标准化研究中心吴立宏教

授鉴定为草豆蔻 A1 katsum adai, 凭证标本存于上海

中药标准化研究中心。

2 方法与结果

211 山姜素、乔松素、小豆蔻明和桤木酮的薄层色
谱鉴别

21111 TLC色谱条件  10 cm @ 20 cm 硅胶 MN

HGF254薄层板, 展开剂为甲苯-乙酸乙酯-甲醇-丙

酮 ( 18B1B017B013) ; CAMAG Automat ic TLC samp ler

4自动点样仪;点样量对照品 3 LL,供试品 3 LL; 带

宽 6mm,间距 10mm。

21112 对照品溶液的制备  取山姜素、乔松素、小
豆蔻明和桤木酮对照品,加甲醇制成每 1 mL各含 1

mg的混合溶液,作为对照品溶液。

21113 供试品溶液的制备  取草豆蔻药材粉末 1

g,加甲醇 5mL,超声提取 5 m in (功率 250W, 频率

40 kH z), 滤过,滤液作为供试品溶液。

21114 展开与显色  取甲苯-乙酸乙酯-甲醇-丙酮

( 18B1B017B013)约 15mL置双槽展开缸中,预平衡

15m in,展开, 取出,晾干,展距 8 cm。均匀喷以 1%

香草醛硫酸溶液,在 105 e 加热至斑点显色清晰,在

日光及紫外光灯 366 nm下检视。

212 山姜素、乔松素、小豆蔻明和桤木酮的 HPLC

含量测定
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21211 色谱条件与系统适用性试验  以十八烷基

硅烷键合硅胶为填充剂; 以水为 A相, 以甲醇为 B

相, 梯度洗脱。 0 ~ 20 m in, 60% B; 20~ 21 m in,

60% ~ 74% B; 21 ~ 31 m in, 74% B; 31 ~ 32 m in,

74% ~ 80% B; 32~ 42 m in, 80% B; 柱温 30 e ; 检测

波长 300 nm。理论塔板数按小豆蔻明色谱峰计算

不低于 5 000。

21212 对照品溶液的制备  精密称取山姜素、乔松

素、小豆蔻明和桤木酮对照品适量,加甲醇制成每 1

mL含山姜素、乔松素、小豆蔻明和桤木酮分别为

0104, 0104, 0104, 01080 mg的对照品溶液。

21213 供试品溶液的制备  取本品粉末 ( 3号筛 )

015 g,精密称定,置具塞锥形瓶中,精密加入甲醇 50

mL,称重, 超声提取 (功率 250W, 频率 40 kH z) 30

m in,放冷, 再称重,用甲醇补足失重,摇匀,滤过,取

续滤液,即得。

21214 检测限与定量限  以信噪比为 3B1确定山

姜素、乔松素、小豆蔻明、桤木酮的检测限为 01499,
0151, 01509, 11015 g# mL

- 1
。以信噪比为 10B1确

定山姜素、乔松素、小豆蔻明、桤木酮的定量限为

3110, 31463, 21626, 41692 g# mL
- 1
, RSD分别为

118%, 111%, 118%, 117%。
21215 线性关系  精密称取山姜素、乔松素、小豆

蔻明、桤木酮对照品 5109, 4198, 5121, 10103 mg,置

50 mL量瓶中,以甲醇稀释并定容至刻度, 摇匀。得

到质量浓度分别为 10118, 9916, 10412, 20016 g#

mL
- 1
的混合对照品溶液。精密吸取该溶液配成系

列浓度的对照品溶液。准确吸取上述对照品溶液 5

LL,按上述确定的色谱条件进行测定, 以每个对照

品的进样量 ( ng )为横坐标, 峰面积为纵坐标, 绘制

标准曲线,得到 4个成分的线性回归方程及线性范

围,见表 1。

21216 精密度试验  日内精密度 ( n = 5)准确吸取

同一供试品溶液 5 LL, 连续进样 5次, 求得山姜素、

乔松素、小豆蔻明、桤木酮峰面积的 RSD分别为

0194%, 113%, 111% , 0179%。
日间精密度 ( n= 15) 上述供试品分别测定 3 d,

每天测定 5次,求得山姜素、乔松素、小豆蔻明、桤木

酮峰面积的 RSD分别为 117%, 211% , 214%, 310%。
21217 重复性试验  取同一样品 (河北 安国 ) 6

份,精密称定,按 /供试品溶液制备 0项下操作, 在上

  

表 1 山姜素、乔松素、小豆蔻明、桤木酮的线性

回归方程及线性范围

化合物 线性回归方程 线性范围 /ng

山姜素  Y= 1 98716X + 31908@ 103 2515~ 509

乔松素  Y= 2 51311X - 21929@ 103 2419~ 498

小豆蔻明 Y= 2 85412X + 61791@ 103 2611~ 521

桤木酮  Y= 4 42915X + 21117@ 104 5012~ 1 003

  注: R 2 = 01999 9。

述色谱条件下进行进样测定, 山姜素、乔松素、小豆

蔻明和桤木酮含量的 RSD分别为 117%, 114%,

112% , 111%。
21218 稳定性试验  准确吸取同一供试品溶液 5

LL, 分别在 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36, 48, 72 h进行测

定,山姜素、乔松素、小豆蔻明、桤木酮峰面积的

RSD分别为 219%, 310%, 315%, 216%。表明,样

品在 72 h内稳定。

21219 加样回收率试验  取已知山姜素、乔松素、
小豆蔻明、桤木酮含量的草豆蔻药材粉末 0125 g,精

密称定 9份,分别加入高、中、低 3个浓度 (分别为已

知含量的 80%, 100% , 120% )的山姜素、乔松素、

小豆蔻明和桤木酮对照品混合液, 每个浓度 3份, 按

供试品溶液制备项下方法操作,测定,见表 2。

表 2 4个被测成分加样回收率 ( n = 9)

化合物
样品中量

/m g

加入量

/m g

测得量

/m g

回收率

/%

平均回收率

/%

RSD

/%

山姜素  1. 325 2 1. 108 8 2. 415 3 98. 32 97. 95 1. 8

1. 386 0 2. 678 8 97. 73

1. 663 2 2. 953 1 97. 81

乔松素  1. 389 6 1. 157 1 2. 508 7 96. 73 97. 36 1. 5

1. 446 4 2. 793 4 97. 13

1. 735 6 3. 095 8 98. 23

小豆蔻明 1. 005 3 0. 857 6 1. 845 3 97. 96 97. 50 1. 8

1. 072 0 2. 043 6 96. 93

1. 286 4 2. 261 6 97. 60

桤木酮  2. 328 7 1. 896 6 4. 192 6 98. 28 98. 02 1. 4

2. 370 8 4. 644 5 97. 76

2. 845 0 5. 119 3 98. 02

3 样品测定

311 薄层色谱鉴别

9批草豆蔻药材样品按 211项下方法, 制备溶

液、点样、展开显色。供试品色谱中, 在与小豆蔻明

对照品、桤木酮对照品色谱相应的位置上,显相同的
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黄色斑点,在与乔松素对照品色谱相应的位置上,显

相同的红色斑点。置紫外光灯 366 nm下检视,供试

品色谱中,在与山姜素对照品相应的位置上显相同

的蓝色荧光斑点,见图 1。

11河北安国; 21海南海口; 31安徽亳州 1; 41 河南郑州 1; 51河

南郑州 2; 61安徽亳州 2; 71广东广州 1; 81广东广州 2; 91陕西

西安; S1对照品 (由下至上依次为山姜素、小豆蔻明、乔松素和

桤木酮 )。

图 1 草豆蔻药材和对照品 TLC图

312 含量测定
按照本方法的测定条件, 分别测定 9批草豆蔻

药材样品,每个批次平行 2份, 每份样品平行进样 2

针,以外标法计算样品中山姜素、乔松素、小豆蔻明

和桤木酮的含量,结果见表 3。阴性对照色谱图、对

照品色谱图和样品色谱图见图 2~ 3。

表 3 各批次草豆蔻药材中 4个指标成分质量分数 ( n= 2)

%

来源样品 山姜素 乔松素 小豆蔻明 桤木酮

河北安国 0. 464 0. 814 0. 536 0. 551

海南海口 0. 637 0. 658 0. 428 1. 087

安徽亳州 1 0. 525 0. 878 0. 545 0. 751

河南郑州 1 0. 345 0. 469 0. 391 10. 304

河南郑州 2 0. 891 0. 738 0. 419 0. 856

安徽亳州 2 0. 725 1. 025 0. 256 0. 857

广东广州 1 0. 328 0. 178 0. 857 0. 216

广东广州 2 0. 352 0. 245 0. 666 0. 276

陕西西安 0. 834 0. 862 0. 180 0. 690

4 讨论

在薄层色谱鉴别实验中,参考 5中国药典 62005

年版草豆蔻项下展开剂条件,分别比较了甲苯-乙酸

乙酯-甲醇 ( 14B1B015)、甲苯-乙酸乙酯-甲酸 ( 10B1B
1)、甲苯-乙酸乙酯-甲醇-丙酮 ( 18B1B017B013) , 结
果表明, 以甲苯-乙酸乙酯-甲醇-丙酮 ( 18B1B017B

013)为展开剂, 4个指标成分斑点与干扰成分分离

较好, R f值较合适, 故选该条件为展开剂。此外还

考察了硅胶板、温度、湿度对薄层鉴别的影响, 结果

表明,不同品牌的 HGF254板均能符合要求, 其中

MN HGF254板的效果最佳, 温度在室温 ( 20 ~ 25

e )及低温 ( 4~ 10 e )、相对湿度在 40% ~ 70%时 4

个指标成分均能得到较好的分离。

HPLC供试品溶液制备中, 分别考察了不同提

取溶剂 (甲醇、乙酸乙酯、二氯甲烷 )、提取方法 (超

声法、回流法和浸渍法 )、提取时间 ( 30, 60, 120

m in)、提取次数 ( 1次、2次和 3次 )、提取溶剂用量

( 50, 100, 200倍 )对各指标成分的色谱峰面积的影

响,确定了上述供试品溶液制备方法。

HPLC含量测定中, 山姜素、乔松素、小豆蔻明

和桤木酮的最大吸收波长分别为 288, 296, 350, 326

nm。在 300 nm处, 4个指标成分均有较强的紫外吸
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收,且测定结果与在最大吸收波长处测得结果相同,

因此选定 300 nm作为含量测定波长,使方法更为简

单,提高了普适性。

在 HPLC条件耐受性实验中, 分别考察了不同

色谱柱、不同流速、不同柱温等条件, 结果表明,色谱

条件的微小变化对测定结果影响不大 ( RSD均小于

2% ),说明本方法的耐用性好。

山姜素、乔松素、小豆蔻明和桤木酮 4个成分在

草豆蔻药材中含量最高,是其主要活性成分。 9批

药材测定结果显示, 4个指标成分在不同批次药材

间含量差异较大,为了能较全面的反映出草豆蔻药

材质量的优劣,本文以各批次药材中黄酮含量加合

和桤木酮含量来评价药材质量,以黄酮含量加合和

桤木酮含量平均值下浮 20% , 暂定草豆蔻药材中,

山姜素、乔松素、小豆蔻明的含量加合和桤木酮的含

量应分别不得少于 1136% , 0150%。
本文建立的草豆蔻药材 HPLC含量测定法操作

简便,耐用性好, 测定结果已通过海南省药品检验所

的复核。因此, 此法具有较好的适用性与可靠性。

可以用于草豆蔻药材的质量评价。
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Qualitative and quantitative m ethods for A lpiniae Katsumadai Sem en

L I Yuanyuan1, 2, 3, CHOU Gu ix in2, 3, YANG L i2, WANG Zheng tao2, 3*

( 11 Zhejiang M edical Colleg e, H angzhou 310053, China;

21 MOE K ey Laboratory of S tandardization of Ch inese M ed icines, Shanghai Universtiy of

T raditional Chinese M ed icine, Shanghai 201203, China;

31 Shanghai R esearch and D evelopm ent Centre for S tandardization of Ch inese M ed icines, Shanghai 201203, China)

  [ Abstract]  The qualita tive and quantitativem ethods for the quality evaluation o fA lp iniae Katsumada i Semen were established1 A-l

pinetin, pinocembrin, cardamonin and a lnustone in the samp lew ere identified by TLC1 The contents of them w ere determ ined byHPLC1 The

separation w as perfo rmed on a U ltmi ate XB-C18 co lumn ( 416 mm @ 250 mm, 5 Lm ) at 30 e using a gradient e lution consisting o f mob ile

phaseA ( water) and mobile phase B (M eOH )1The detection waveleng th was 300 nm1 The TLCm ethod was suitable for the identification o f

a lp inetin, pinocembrin, cardamon in and alnustone1 The linear ranges of the four reference compounds were 2515-509 ( r= 01999 9), 2419-

498 ( r= 01999 9), 2611-521 ( r= 01999 9), 5012-1 003 ng ( r= 01999 9), respective ly1 The average recoveries( n = 9) of the four compo-

nents were 97195%, 97136%, 971 50%, 98102%, RSD< 119% 1 N ine samples w ere analyzed by the established methods1 The resu lts ind icate

tha,t them ethods are smi ple, accurate, sensitive and reliable for quality evaluation of A lpin iae Ka tsum adai Sem en1

[ Key words]  A lpin iae Katsum ada i Sem en; alpine tin; pinocem brin; cardam onin; alnustone; TLC; qua lity standard
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