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摘要:目的 建立GJ4HPLC指纹图谱,并明确特征色谱峰的化学成分,测定主含有效成分藏红花苷3的含量。方法 采用

PhenomenexGeminiC18色谱柱(250mm×4.6mm,5μm),以乙腈0.1%甲酸水为流动相进行梯度洗脱,检测波长440nm,建

立GJ4的 HPLC指纹图谱,通过相似度软件对其进行相似度分析;对主要有效成分藏红花苷3进行含量测定。结果 建立

了GJ4的 HPLC指纹图谱,对17个主要特征峰进行明确的化学指认,20批GJ4的指纹图谱相似度在0.939~0.994之间,藏

红花苷3的含量在0.200~0.683mg/g之间。结论 该方法专属性强,准确度高,可作为GJ4质量控制的有效方法之一。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToestablishaHPLCfingerprintofGJ4 aneffectivefractionfromGardeniaeFructus andto

quantifythemaincomponentcrocin3 METHODS TheexperimentwascarriedoutonaPhenomenexGeminiC18column 250
mm×4 6mm 5μm  elutedwithACNwaterwith1‰formicgradientlyanddeterminedat440nmwavelength HPLCfin-

gerprintchromatogramofGJ4wassetupandqualityof20batchesofGJ4wasevaluatedbysimilarityassay Themajorcon-
tentsofcrocin3wasdetermined RESULTS TheHPLCfingerprintchromatogramofGJ4wasbeenestablished inwhich17
compoundswereidentified Thesimilarityof20batchesofGJ4wasabout0 939to0 994 andthecontentofcrocin3wasa-
bout0 200to0 682mg g CONCLUSION Themethodestablishedinthispapercanprovideacomprehensivereferencefor
thequalitycontrolofGJ4 
KEYWORDS Gardeniaefructus crocin HPLC fingerprint contentdetermination

  栀子为茜草科栀子属植物栀子Gardeniajas-
minoidesEllis的干燥成熟果实[1],在我国江西,湖
南、福建、浙江等地均有分布,是卫生部颁布的第一

批药食两用资源,我国历版药典均有记载。栀子含

有环烯醚萜苷、有机酸和藏红花素等成分[24],在心

脑血管系统、中枢神经系统以及抗肿瘤方面具有广

泛的药理作用[510]。前期课题组采用亚急性衰老及

血管痴呆试验,发现栀子藏红花色素富集部位(GJ
4)可有效改善老年痴呆小鼠的学习记忆损伤[1114],
是栀子发挥抗老年痴呆作用的有效部位[14]。系统

的化学成分研究表明,GJ4富含系列的藏红花素类

成分,以藏红花苷3的含量最大,且神经保护作用
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显著[4]。因此,有必要对该组成清晰,药效确切的有

效部位开展质量控制研究,为进一步新药研发奠定

基础。
有关栀子质量控制方法的研究已有一些报道,

多偏重于栀子苷的研究[1516],也有部分关于藏红花

素类成分的研究[17]。刘聪等对栀子中的藏红花苷
1及藏红花苷2进行了含量测定研究[18];姚超等标

定了16批不同来源栀子中的23个共有峰,仅对其

中两个藏红花素类成分进行了指认[19]。这些研究

均未能全面指认栀子中的藏红花素类成分,更未将

质量研究与有效成分特别是抗老年痴呆活性成分相

关联。本实验拟在前期药效物质研究基础上,建立

GJ4的HPLC指纹图谱,完成GJ4中特征峰的化

学指认;评价20批不同药材来源GJ4指纹图谱的

相似度,并对主含活性成分藏红花苷3进行含量测

定,为全面有效控制GJ4的质量以及后续新药研发

提供详实的实验依据。

1 材料

1.1 仪器

Agilent1100Series高 效 液 相 色 谱 仪(包 括

G1379A在线脱气机、G1313A四元梯度泵、G1313A
自动进样器、G1365B紫外检测器,美国 Agilent公

司);SartoriusBP211D电子天平(德国Sartorius公

司);昆山KQ3200E超声波清洗器。

1.2 试剂与药品

甲醇(色谱纯,山东禹王实业有限公司),甲酸

(色谱纯,天津市科密欧化学试剂有限公司),乙腈

(色谱纯,美国塞默飞世尔科技公司),蒸馏水(广州

屈臣氏食品饮料有限公司),甲酸(色谱纯,美国赛默

飞世尔科技公司)。
对照品藏红花苷1;藏红花酸βD吡喃葡萄糖

基βD龙胆二糖苷;neocrocinG;藏红花酸双βD
吡喃葡萄糖苷;13Z藏红花酸双βD龙胆二糖苷;

neocrocinB;neocrocinC;藏红花苷3;13Z藏红花

酸8OβD龙胆二糖8'OβD吡喃葡萄糖苷;13Z
藏红花酸8OβD吡喃葡萄糖基8'OβD龙胆二

糖苷;neocrocinJ;藏红花酸单βD吡喃葡萄糖苷;

neocrocinI;neocrocinF;13Z藏红花酸8OβD龙
胆二糖苷;13Z藏红花酸8'OβD龙胆二糖苷;

neocrocinH均为本课题组前期从栀子中分离鉴定。

1.3 样品采集

本实验收集了来自江西、湖南、福建、浙江、广
西、江苏等地共20批栀子药材,由暨南大学周光雄

教授鉴定。样品存于暨南大学药学院中药及天然药

物研究所,样品信息如表1所示。

表1 药材信息

批次 来源 批次 来源

S1 江西(广州市香雪制药有限公司) S11 樟树市吴城乡基地

S2 樟树市 S12 浙江(北京同仁堂)

S3 樟树市刘公庙基地 S13 湖南(广州清平东药材市场)

S4 樟树市刘公庙基地 S14 湖南(广州清平东药材市场)

S5 樟树市临江彻阜基地 S15 广西(广州清平东药材市场)

S6 樟树市义城镇基地6年生 S16 广西(广州清平东药材市场)

S7 樟树市义城镇基地6年生 S17 福建(广州清平东药材市场)

S8 樟树市义城镇基地13年生 S18 福建(广州清平东药材市场)

S9 樟树市中洲乡基地 S19 江苏(广州清平东药材市场)

S10 樟树市中洲乡基地 S20 江西

2 方法与结果

2.1 指纹图谱研究

2.1.1 色谱条件 色谱柱:PhenomenexGemini
C18色谱柱(50mm×4.6mm,5μm);流动相:0.1%
甲酸水(A)乙腈(B);梯度洗脱程序:0~15min,

30%~40%B;15~20min,40%B;20~35min,40%
~100%B;35~37min,100%B;柱温35℃;流速:

0.5mL/min;进样量10μL;检测波长440nm。

2.1.2 混合对照品溶液制备 取对照品藏红花苷

1;藏红花酸βD吡喃葡萄糖基βD龙胆二糖苷;

neocrocinG;藏红花酸双βD吡喃葡萄糖苷;13Z
藏红花酸双βD龙胆二糖苷;neocrocinB;neocro-
cinC;藏红花苷3;13Z藏红花酸8OβD龙胆二

糖8'OβD吡喃葡萄糖苷;13Z藏红花酸8OβD
吡喃葡萄糖基8'OβD龙胆二糖苷;neocrocinJ;藏
红花酸单βD吡喃葡萄糖苷;neocrocinI;neocrocin
F;13Z藏红花酸8OβD龙胆二糖苷;13Z藏红花

酸8'OβD龙胆二糖苷;neocrocinH适量,以体积
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分数为30%乙腈溶解,配制成混合对照品溶液。

2.1.3 供试品溶液制备 取栀子药材约1.0g,精密

称定,置于具塞锥形瓶中,加入10mL体积分数为

60%甲醇,超声处理(功率150W,频率40kHz)30
min,取出,放冷,再称定质量,以提取溶剂补足损失

的质量,摇匀,3000r/min离心10min,取5mL上

清液浓缩挥干溶剂后加2mL水复溶,取1mL复溶

后的溶液于活化后的 HLB柱,依次用水、体积分数

为50%甲醇、甲醇洗脱,收集甲醇洗脱部分,挥干溶

剂,2mL体积分数为30%乙腈复溶,过0.45μm微

孔滤膜,取续滤液即为供试品溶液。

2.1.4 精密度试验 取同一批次药材(S1),按
“2.1.3”项下条件制成供试品溶液,连续进样6次,
记录色谱图,以藏红花苷3(P9)为参照峰,计算指纹

图谱中各共有峰的相对保留时间和相对峰面积,结
果显示各共有峰的相对保留时间、相对峰面积的

RSD 分别为0.57%、1.06%,表明仪器的精密度良

好。

2.1.5 重复性试验 取同一批次药材(S1),按“2.1.
3”项下条件平行制备6份供试品溶液,记录色谱图,
以藏红花苷3(P9)为参照峰,计算指纹图谱中各共

有峰的相对保留时间和相对峰面积,结果显示各共

有峰的相对保留时间、相对峰面积的RSD 分别为

0.43%、3.03%,表明该方法具有良好的重复性。

2.1.6 稳定性试验 取同一批次药材(S1),按
“2.1.3”项下条件制成供试品溶液,分别在样品制备

后的0、2、4、8、12、24h进样,记录色谱图,以藏红花

苷3(P9)为参照峰,计算指纹图谱中各共有峰的相

对保留时间和相对峰面积,结果显示各共有峰的相

对保留时间、相对峰面积的RSD 分别为0.201%、

3.29%,表明供试品溶液在24h内稳定性良好。

2.1.7 指纹图谱的建立、相似度评价及特征峰的化

学指认 将20批栀子药材按“2.1.3”项下方法制备

成供试品溶液,按“2.1.1”项下色谱条件依次进样分

析,并将数据以AIA格式依次导入国家药典委员会

《中药色谱指纹图谱相似度评价系统2004A版》软
件,选择吸收信号较强、分离度较好的色谱峰作为特

征峰,标定出11个共有特征峰,采用中位数矢量法

进行多点校正生成对照指纹图谱(见图1~2),选择

峰面积较大、出峰时间较稳定的P9号色谱峰(藏红

花苷3)作为参照峰(S),20批GJ4指纹图谱与对

照图谱的相似度在0.939~0.994之间。采用化学

对照品确认出对照指纹图谱中的17个色谱峰,其中

9个为共有峰。结果如图3所示。

图1 多批次GJ4指纹图谱叠加图

图2 GJ4的对照指纹图谱(共有模式,n=20)

注:1.藏红花苷1;2.藏红花酸βD吡喃葡萄糖基βD龙胆二糖苷;

3.neocrocinG;4.藏红花酸双βD吡喃葡萄糖苷;5.13Z藏红花酸双

βD龙胆二糖苷;6.neocrocinC;7.neocrocinB;8.藏红花苷3;9.13Z
藏红花酸8OβD龙胆二糖8'OβD吡喃葡萄糖苷;10.13Z藏红

花酸8OβD吡喃葡萄糖基8'OβD龙胆二糖苷;11.neocrocinJ;

12.藏红花酸单βD吡喃葡萄糖苷;13.neocrocinI;14.neocrocinF;

15.13Z藏红花酸8OβD龙胆二糖苷;16.13Z藏红花酸8'OβD
龙胆二糖苷;17.neocrocinH

图3 混合对照品(A)及GJ4(B)的图谱

2.2 含量测定

2.2.1 色谱条件 色谱柱:PhenomenexGemini
C18色谱柱(250mm×4.6mm,5μm);流动相:0.1%
甲酸水(A)乙腈(B);梯度洗脱程序:0~8min,

30%~40%B;8~12min,40%B;12~15min,40%
~100%B;15~20min,100%B,柱温35℃,流速:1
mL/min,进样量2μL,检测波长440nm。

2.2.2 对照品溶液的制备 取藏红花苷3适量,精
密称定,用体积分数为30%乙腈配制成1mL含藏

红花苷30.5mg的溶液。

2.2.3 供试品溶液的制备 取栀子药材约1.0g,精
密称定,置于具塞锥形瓶中,加入10mL体积分数
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为60%甲醇,超声处理(功率150W,频率40kHz)

30min,取出,放冷,再称定质量,以提取溶剂补足损

失的质量,摇匀,3000r/min离心10min,取5mL
上清液浓缩挥干溶剂后加2mL水复溶,取1mL复

溶后的溶液于活化后的 HLB柱,依次用水、体积分

数为50%甲醇、甲醇洗脱,收集甲醇洗脱部分,挥干

溶剂,2mL体积分数为30%乙腈复溶,过0.45μm
微孔滤膜,取续滤液即为供试品溶液。

2.2.4 专属性考察 分别取空白溶剂、对照品溶液

和供试品溶液各一份,按“2.2.1”项下色谱条件依次

进样,记录色谱图。结果表明空白溶剂色谱图在与

藏红花苷3相应位置上无干扰峰,方法专属性良

好。

2.2.5 线性关系、检出限及定量限考察 取藏红花

苷3对照品适量,以体积分数为30%乙腈配制成质

量浓度0.25mg/mL的溶液,等比稀释,按“2.2.1”项
下色谱条件依次进样,以对照品峰面积为纵坐标

(Y),对照品浓度为横坐标(X)进行线性回归,得到

回归方程为Y=16.161X-32.527(r=0.9998),藏
红花苷3在3.90~250μg/mL内呈良好的线性关

系。
以信噪比为3时对照品溶液浓度为检出限

(LOD),测得藏红花苷3的检出限为0.26μg/mL。
以信 噪 比 为 10 时 对 照 品 溶 液 浓 度 为 定 量 限

(LOQ),测得藏红花苷3的定量限为0.9μg/mL。

2.2.6 精密度试验

(1)日内精密度试验:取同一批次药材(S1),按
“2.2.3”项下条件平行制备6份供试品溶液,按“2.2.
1”项下色谱条件依次进样,记录色谱图,计算藏红花

苷3的质量浓度,结果表明其质量浓度的RSD 为

3.95%,日内精密度良好。
(2)日间精密度试验:3人在不同的时间采用同

一台设备对同一批药材(S1),进样分析,记录色谱

图,计算藏红花苷3的含量,3人含量测定的RSD
为4.22%,日间精密度良好。

2.2.7 加样回收率试验 取已测定的药材6份

(S1),精密称定,以1∶1的比例加入对照品,按“2.
2.3”项下平行制备6份供试品溶液,按“2.2.1”项下

色谱条件依次进样,记录色谱图,计算藏红花苷3
的含量及回收率,结果藏红花苷3的平均加样回收

率为(95.07±4.27)%,表明该方法加样回收率试验

结果良好。

2.2.8 稳定性试验 取同一批次药材(S1),按“2.2.

3”项下条件制成供试品溶液,分别在样品制备后的

0、2、4、8、12、24h进样,记录色谱图,计算藏红花苷
3的质量浓度,结果其质量浓度的RSD 为0.97%,
表明供试品溶液在24h内稳定性良好。

2.2.9 不同产地GJ4中藏红花苷3的测定 取20
批栀子药材,按“2.2.3”项下条件制备成供试品溶

液,按“2.2.1”项下色谱条件依次进样,计算栀子有

效部位藏红花苷3的含量,结果如表2所示,GJ4
中藏红花苷3的含量在0.200~0.683mg/g之间。

表2 样品含量测定结果

批次
取样量/

g

含量/

(mg·g-1)
批次

取样量/

g

含量/

(mg·g-1)
S1 1.000 0.489 S11 1.000 0.450
S2 1.002 0.427 S12 1.001 0.515
S3 1.002 0.340 S13 1.002 0.488
S4 1.000 0.421 S14 1.001 0.469
S5 1.001 0.398 S15 1.002 0.200
S6 1.001 0.683 S16 1.001 0.281
S7 1.001 0.555 S17 1.001 0.378
S8 1.002 0.415 S18 1.001 0.260
S9 1.001 0.506 S19 1.001 0.530
S10 1.001 0.431 S20 1.001 0.597

3 讨论

3.1 提取条件考察

本实验考察了如乙醇、甲醇、体积分数为75%
的乙醇、60%的甲醇等提取溶剂,比较了超声提取、
加热回流、冷浸等提取方法,综合提取时间的影响,
最终以体积分数为60%甲醇超声提取30min的方

法提取率较优。

3.2 色谱条件优化

流动相尝试了乙腈水、乙腈水(各含0.1%甲

酸)2种流动相系统,结果以乙腈水(0.1%甲酸)系
统所得色谱峰的峰形好且稳定。根据藏红花素的紫

外全波长扫描结果,选取其特征吸收波长440nm
作为指纹图谱采集波长,同时作为定量测定的波长。

3.3 活性部位指纹图谱研究

本实验采用HPLC方法对20批不同来源GJ4
指纹图谱进行研究,完成了有效部位中17个色谱峰

的化学指认,指认色谱峰占总峰面积的75%。各批

次样品色谱图的相似度在0.939~0.994之间,表明

不同药材来源的GJ4化学轮廓差异不大,以上研究

同时验证了该部位的前处理工艺是稳定可行的。

3.4 活性成分的含量测定研究

本实验选择指纹图谱中峰面积最大的有效成分
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藏红花苷3进行含量测定,研究结果表明不同来源

该部位中藏红花苷3的含量在0.200~0.683mg/g,
具有较大波动,其中广西、福建等地栀子的有效成分

含量较低,以江西栀子品质较优,与吴亚超等[17]研

究报道的江西产栀子质量水平较高相一致。
综上,本实验建立了GJ4指纹图谱结合有效成

分含量测定的质量评价方法,从有效成分含量的角

度上更全面、准确、有效的控制GJ4的质量,保证其

药效,将为进一步体内药动学、早期安全性评价等成

药性研究提供实验依据。
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