
图2 中压制备系统富集朝藿定A、B、C的色谱图

2.3 自动纯化系统分离朝藿定A、B、C
2.3.1 自动纯化系统色谱条件的优化

自动纯化系统色谱条件的优化步骤同中压制备

系统色谱条件的优化。经优化后,样品用甲醇溶解,
浓度为62.5mg/mL;流动相为乙腈􀆼水;在浓度为

62.5mg/mL的前提下,朝藿定A、B、C混合物的最

佳进样体积为2mL。

2.3.2 流分收集区间的确定

朝藿定A、B、C的纯度除了受到色谱分离条件

的影响外,还受到流分收集区间的影响。实验中结

合具体流分的HPLC分析结果,确定适宜的收集区

间,以保证制备效果。

2.3.3 分离朝藿定A、B、C
制备色谱条件:LichrospherC18制备柱(30mm

×250mm,5μm);流动相:乙腈􀆼水(29∶71,v/v);
流速:25mL/min;检 测 波 长:270nm;进 样 量:2
mL。

多次进样,分别收集朝藿定A、B、C所在流分,
图谱见图3,减压浓缩后,置于烘箱内干燥,可获得

目标化合物,即朝藿定A2.4g、朝藿定B14.8g和朝

藿定C1.7g。

图3 自动纯化系统分离制备朝藿定A、B、C的色谱图

2.4 产品的纯度检测

2.4.1 分析型HPLC条件

色谱柱为PhenomenexC18色谱柱(150mm×4.
60mm,5μm),流动相为乙腈􀆼水(25∶75),流速1.0

mL/min,柱温30℃,检测波长270nm。

2.4.2 纯度分析

精密称取本方法制备的3种产品和本实验室之

前自制的朝藿定A、B、C对照品各10.0mg,用少量

流动相分别溶解并定容至10mL,按照“2.4.1”的条

件进行分析,朝藿定 A、B、C采用面积归一化法测

定,测得朝藿定 A、B、C 的 纯 度 分 别 为99.02%、

98.57%和98.63%。

3 讨论

本实验室建立了一种从淫羊藿原药材规模制备

朝藿定A、B、C对照品的方法。以药材为原料可以

保证样品的来源,且容易获得、价格适当。对淫羊藿

中黄酮类成分,尤其是多糖苷类成分的分离制备起

到了示范指导作用,具有一定的实际应用价值。
本实验室采用中压制备系统联合自动纯化系统

进行了淫羊藿中朝藿定A、B、C的生产。通过优化

中压制备系统和自动纯化系统的色谱分离条件,从

4.5kg淫羊藿原药材中获得朝藿定A2.4g、朝藿定

B14.8g和朝藿定C1.7g,且产品纯度均达到98%以

上。本方法具有高分辨、高通量的特点,且由于中压

制备系统和自动纯化系统中的色谱填料能重复利

用,这在很大程度上降低了中药化学对照品的分离

成本。所建立的方法通过放大技术可以用于更大规

模对照品的制备。
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不同生长年限及采收期牡丹皮中药效成分HPCE分析

胡煜雯,巢建国*,谷巍,刘训红,孔昭琰 (南京中医药大学药学院,江苏 南京 210023)

摘要:目的 确立牡丹皮的最佳采收年限和最佳采收时期,为牡丹皮GAP生产提供依据。方法 采用 HPCE测定不同采收

期牡丹皮中丹皮酚和没食子酸2种药效成分的含量。结果 凤丹皮中药效成分的含量不同时期存在差异,不同年限中以5、6
年生所含的丹皮酚和没食子酸含量相对较高;同一年份中各成分含量均在9、10月份达到相对高值且比较稳定。结论 综合

考虑各因素,牡丹皮以生长5年,在9、10月份为最佳采收时期。

关键词:牡丹皮;采收期;药效成分;HPCE
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ResearchontheContentofPharmacodynamicComponentsofMoutanCortexbyHPCEinDifferentAgesandPickingPeriods
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ABSTRACT OBJECTIVE TodeterminethebestharvestingtimeforMoutanCortexandprovidebasisofGAPproduction 
METHODS HPCEwasemployedtodeterminethecontentof2pharmacodynamiccomponents paeonolandgallicacid of
MoutanCortexatdifferentagesandpickingperiods RESULTS ThecontentsofpaeonolandgallicacidinMoutanCortexwere
differentinvariousharvestingtime andrelativelyhigherin5or6􀆼year􀆼oldMoutanCortex allcomponentscontentswerehigh-
erandmorestableinSeptemberorOctoberatthesameharvestingyear CONCLUSION Concludingvariousfactors Septem-
berorOctoberisthebestharvestingtimefor5􀆼year􀆼oldMoutanCortex 
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  牡丹皮MoutanCortex来源于毛茛科植物牡丹

Paeoniasuffruticosa Andr.的干燥根皮。其味苦、
辛,微寒,具有清热凉血、活血化瘀的功效[1]。安徽

为牡丹皮的主产区,尤以铜陵、南陵产的凤丹皮奉为

道地药材,在海内外享有盛誉[2]。植物各生长发育

阶段所含的化学成分种类、含量均有差异,因此药材

采收期不同,直接影响药材品质和产量[3]。丹皮酚

具有抗动脉粥样硬化、降血压、镇痛、抗炎、解热等作

用,是丹皮中最主要的有效成分,没食子酸也具有抗

肿瘤、抗炎、抑菌等生理活性[4􀆼5]。本实验首次采用

HPCE法同时测定不同采收期凤丹皮中丹皮酚、没
食子酸2种药效成分的含量,确立凤丹皮的最佳采

收期,为丹皮的GAP生产提供参考。

1 材料

Agilent型 高 效 毛 细 管 电 泳 仪(型 号:G1600
AX),包括惠普化学工作站,DAD检测器,自动进样

器;BUCHI旋转蒸发仪(型号:RotavaporR􀆼3);

AG285电子天平;PHS􀆼3C型PH计(上海康仪仪器

有限公司)。
丹皮酚对照品(中国药品生物制品检定所提供,

批号:110708􀆼200506);没食子酸对照品(中国药品

生物制品检定所提供,批号:110831􀆼200805)。
硼砂(南京化学试剂一厂,分析纯),氢氧化钠

(上海化学试剂有限公司,分析纯),甲醇(上海化学

试剂有限公司,分析纯),配制缓冲溶液和供试品溶

液所用的水均为纯净水。
样品采自安徽南陵县丫山凤丹皮GAP生产基

地,于2010年5~11月份采收5年生丹皮,编号依

次分别为:S1~S7;2010年9月19日采集2、3、4、6、

7年生牡丹皮,编号依次分别为:S8~S12。样品采

集后去木心,晒干,打粉,过60目筛,装于棕色瓶中

备用。所有样品均经由南京中医药大学药学院中药
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资源学教研室巢建国教授鉴定为毛茛科植物牡丹

PaeoniasuffruticosaAndr.的干燥根皮。

2 方法与结果

2.1 电泳条件

未涂渍标准熔融石英毛细管75μm×64.5cm,
有效长度56cm(Agilent科技有限公司);检测波

长:212nm;压力进样:50mbar,5s;分离电压:20
kV;毛细管温度:25℃;运行缓冲液30mmol/L硼

砂(5%甲醇,pH9.4)。毛细管使用前以0.1mol/L
氢氧化钠溶液,重蒸馏水和运行缓冲液依次通过压

力冲洗2、5、5min。上述试剂使用前均经0.22μm
滤膜滤过,并超声脱气。

2.2 对照品溶液制备

精密称取丹皮酚对照品14.89mg、没食子酸对

照品4.83mg分别置于10mL量瓶中,用70%甲醇

溶解并定容。制得浓度分别为丹皮酚1.489mg/

mL、没食子酸0.483mg/mL的对照品储备液。

2.3 供试品溶液制备

精密称取样品粉末0.5g(过60目筛),置50
mL具塞三角锥形瓶中,加入70%甲醇溶液25mL,
称质量,超声提取30min,放冷,补足质量,滤过,浓
缩至干,再用70%甲醇定容至10mL量瓶中,过

0.22μm微孔滤膜,作为供试品溶液。

2.4 标准曲线、检测限与定量限

精密吸取混合对照品溶液0.5、1、1.5、2、2.5
mL,用70%甲醇定容于10mL容量瓶中,分别进样

测定,以对照品的峰面积(Y)对相应的浓度(X)进
行线性回归,得回归方程、相关系数及线性范围;以
各化合物的信噪比等于3(S/N=3)时的相应浓度

确定最低检测限(LOD);以各化合物的信噪比等于

10(S/N=10)时 的 相 应 浓 度 确 定 最 低 定 量 限

(LOQ)。结果见表1。
表1 标准曲线、检测限与定量限

成分 标准曲线 r 线性范围/(μg·mL-1)
LOD/

(μg·mL-1)
LOQ/

(μg·mL-1)
丹皮酚 Y=2.1339X-81.105 0.9979 74.45~744.5 17.80 59.34

没食子酸 Y=3.6987X-14.711 0.9981 14.49~144.9 2.74 9.12

2.5 系统适用性试验

色谱柱理论板数:在选定的条件下注入混合对

照品液,按n=5.54(tR/Wh/2)2分别计算色谱柱理论

板数n。tR为保留时间,Wh/2为半峰高宽。
分离度:在选定的条件下,注入混合对照品液,

按R=2(tR2-tR1)/(W1+W2)分别计算分离度R。

tR2为相邻的两个峰中后一个峰的保留时间,tR1为相

邻的两个峰中前一个峰的保留时间;W1,W2为相邻

的两个峰的峰宽。
结果表明,理论板数、分离度均达到相关要求。

结果见表2,图1~2。
表2 系统适用性试验

成分 迁移时间/min 理论板数 分离度

丹皮酚 2.76 34271 3.48
没食子酸 9.87 20136 27.67

1.丹皮酚 2.没食子酸

图1 混合对照品 HPCE􀆼DAD色谱图

1.丹皮酚 2.没食子酸

图2 牡丹皮样品 HPCE􀆼DAD色谱图

2.6 方法学考察

精密度试验:取一定浓度的混合对照品液,重复

进样5次,各标准品平均迁移时间、峰面积的RSD
见表3。

稳定性试验:取牡丹皮(S6)样品供试液,分别

在1、2、4、8、16、24h进样6次,2种有效成分平均迁

移时间、峰面积的RSD 见表3。
重复性试验:精密称取牡丹皮(S6)样品6份,每

份0.5g,分别按供试品液制备方法制成供试液,进
样测定,2种有效成分平均迁移时间、峰面积的

RSD 见表3。

—56—胡煜雯,等:不同生长年限及采收期牡丹皮中药效成分 HPCE分析 第1期


