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HPLC测定不同产地生地黄中地黄寡糖和梓醇的含量
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  [ 摘要]  目的: 考察不同产地的生地黄中所含地黄寡糖和梓醇的含量。方法:采用水为溶媒, 超声提取糖类成分, 流动相

用乙腈-水( 72∶28) , 流速 1. 0 mL·min- 1 , NH2 色谱柱分离,示差折光检测器检测, 高效液相色谱法测定; 采用甲醇为溶媒, 超声

提取梓醇, 流动相用甲醇-0. 1%磷酸溶液( 1∶99) , 流速 1. 0 mL·min- 1 , C18色谱柱分离,检测波长 210 nm, 高效液相色谱法测定。

结果: 产地不同,生地黄中的地黄寡糖成分、含量不同, 梓醇含量不同。结论: 本方法操作简便、准确、快速、干扰少, 适用于生

地黄中地黄寡糖和梓醇的含量测定。
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Determination of Content of Oligosaccharide and
Catalpol in Rehmannia Root by HPLC
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[ Abstract]  Objective: To contrast ingredients of rehmannia dride rhizome with different disct. Method:

Carbohydrate was extracted by supersound and water used for solvent, was separated by NH2 chromatographic

column and acetonitrile-water( 72∶28) for mobile phase at 1. 0 mL·min - 1 , was detected by refraction detector and

was assayed by high-performance liquid chromatography. Catalpinoside was extracted by supersound and methanol

used for solvent, was separated by C18 chromatographic column and methanol-0. 1% phosphoric acid solution at 1. 0

mL·min - 1 , was detected at λ= 210 nm and was assayed by high-performance liquid chromatography. Result:

Carbohydrate ingredients of rehmannia dride rhizome and prepared rhizome of rehmannia are conformity, but content

are different. Content of catalpinoside have striking difference. Conclusion: The method is good in the aspect of

reproducibility and sensitivity. It can be applied to contrast for the ingredients of Rehmannia dride rhizome and

prepared rhizome of rehmannia.

[ Key words]  place of production; rehmannia root; oligosaccharide; catalpol; high-performance liquid

chromatography

  生地黄为玄参科植物生地黄的新鲜或干燥块

根
[ 1]
。本课题组多年来对生地黄的降血糖机制进行

了系统研究,发现其调节血糖的主要成分是地黄寡

糖。地黄寡糖含有楝二糖、蔗糖、棉子糖、水苏糖、甘

露三糖、毛蕊四糖、毛蕊糖等,其中水苏糖含量最高;

文献报道环烯醚萜苷类中的梓醇可能是生地黄降血

糖作用的有效成分之一
[ 2]
。生地黄的产地很多,其

中河南是其道地药材产地。产地不同, 生地黄中地

黄寡糖成分、含量不同, 梓醇含量也不同;所以本课
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题组对不同产地的生地黄中地黄寡糖及梓醇做了初

步考察,为进一步研究生地黄质量奠定一定的基础,

更好地控制生地黄的产品质量。

1 仪器与材料

SCL-6A高效液相色谱仪, Shimadzu RID-6A 示

差 折 光 检 测 器 ( 日 本 ) , phenomenex NH2 柱

( 4. 6 mm×150 mm, 5 μm) ( 美国) ,分析之星色谱工

作站, Waters 高效液相色谱仪、Waters996 紫外检测

器、Waters600 泵, C1 8柱 ( 4. 6 mm×150 mm, 5 μm)

(大连依利特) , METTLER AE240 电子分析天平 ( 瑞

典) , FZQ-2 涡旋混合器 ( 江苏泰县医疗器械厂) ,微

量进样器(上海安亭微量进样器厂 ) ,生地黄对照药

材(中国药品生物制品检定所, 1180-200001) , 生地

黄 (河南新乡、河南西峡、河南三门峡、河南温县、河

南淮阳、河南、甘肃庆阳、甘肃清水、甘肃金崖、甘肃

大康营 ) ,楝二糖 ( 纯度≥99. 0% , 批号 1362360) 、

蔗糖(北京化学试剂三厂) 、棉子糖 ( 西安舟鼎国生

物技术有限公司, 批号 X08D10MZT) 、甘露三糖 ( 批

号 1450717 ) 、水苏糖 ( 批号 065K3775GAS10094-

583) 其他试剂均为分析纯,水为重蒸水。

2 方法与结果

2.1 地黄寡糖 HPLC含量测定方法的建立
[ 3 ]

2.1.1 色谱条件 色谱柱为 Spherisorb NH2 柱,检

测器为 Shimadzu RID-6A 示差折光检测器, 流动相

乙腈-水 ( 72∶28) , 流速 1. 0 mL·min
- 1

, 柱温室温。

楝二糖、蔗糖、棉子糖、甘露三糖、水苏糖对照品和地

黄寡糖供试品在同一保留时间有相同的色谱峰,且

地黄寡糖在此保留时间没有干扰吸收峰。

2.1.2 对照品溶液的制备  精密称取楝二糖、蔗

糖、棉子糖、甘露三糖、水苏糖对照品适量,分别配制

成质量浓度为 16. 5, 18. 2, 17. 2, 17. 6, 17. 1 g·L - 1
混

合对照品溶液。

2.1.3 供试品溶液的制备  分别精密称取生地黄

(河南新乡) 0. 016 g,置 1. 0 mL离心管中,精密加入

1 000 μL水溶解,涡旋,混匀, 0. 45 μm滤过,滤液作

为供试品溶液。

2.1.4 线性关系考察 取适量对照品溶液,分别进

样 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30 μL进样,由峰面积对浓度

求得工作曲线, 得回归方程。楝二糖: A = 5. 10 ×

105 C + 4. 98 ×105 , R2 = 0. 998 8, 线性范围 49. 5 ～

495 g·L - 1
。蔗糖: A =5. 07 ×105 C +2. 57 ×106 , R2 =

0. 998 6,线性范围 54. 6 ～546 g·L - 1
。棉子糖: A =

5. 60 ×105 C + 1. 15 ×106 , R2 = 0. 995 3, 线性范围

51. 6 ～516 g·L - 1
。甘露三糖: A = 5. 58 ×105 C +

1. 22 ×106 , R2 = 0. 991 4, 线性范围 52. 8 ～528 g·

L
- 1
。水苏糖: A = 3. 05 ×10

7
C + 7. 99 ×10

5
, R

2
=

0. 997 9,线性范围 51. 3 ～513 g·L
- 1
。

2.1.5 稳定性试验  取同一批生地黄供试品溶液

( 河南新乡 ) ,放置室温,在同 1 d内每隔 2 h测定,

连续考察 8 h, 测定峰面积, 计算得生地黄水苏糖

RSD 1. 55%。

2.1.6 精密度试验  取生地黄同一批供试品溶液

( 河南新乡) ,分别连续进样 6 次,测定峰面积,计算

生地黄棉子糖峰、水苏糖峰 RSD 分别为 0. 91% ,

0. 85%。

2.1.7 重复性试验 取同一批生地黄 6 份, 按供

试品溶液制备项下进行制备,在上述色谱条件下分

别进样测定并计算。生地黄中棉子糖平均质量分数

74. 9 g·g - 1 , RSD 2. 69% ; 水苏糖平均质量分数

376. 9 g·g - 1 , RSD 2. 72%。

2.1.8 加样回收率试验 取同一批生地黄 ( 河南新

乡) 供试品 6 份,分别精密称取 0. 08 g( 约相当于棉

子糖 5. 992 mg,水苏糖 30. 15 mg) 、0. 15 g( 约相当于

棉子糖 1. 14 mg,甘露三糖 17. 87 mg, 水苏糖 12. 12

mg) ,分别精密加入对照品溶液 ( 棉子糖、甘露三糖、

水苏糖质量浓度分别为 6, 5, 30 g·L
- 1

) 1 mL 6 份、

( 棉子糖、甘露三糖、水苏糖质量浓度分别为 1. 2,

18, 10. 6 g·L - 1 ) 1 mL 6 份,依法测定。生地黄中棉

子糖, 甘 露 三 糖、水 苏 糖 平 均 回 收 率 分别 为

101. 08% , 99. 36% , 100. 51% , RSD分别为 3. 09% ,

3. 31% , 2. 49%。结果见表 1。

2.2 不同产地生地黄中糖类成分的 HPLC 检测比

较
[ 3 ]

2.2.1 色谱条件  色谱柱为 Phenomenex NH2 柱,

检测器为 Shimadzu RID-6A 示差折光检测器, 流动

相乙腈-水( 72∶28) ,流速 1. 0 mL·min
- 1

,柱温为室

温,进样量 20 μL。结果见表 2,图 1。

2.2.2 对照品溶液的制备  分别称取葡萄糖、果

糖、半乳糖、楝二糖、蔗糖、棉子糖、水苏糖对照品 8

mg,精密称定,置 1. 5 mL离心管中,精密加1 000 μL

水溶解,制成每 mL含 8 mg的溶液, 0. 45 μm滤过,

滤液备用。

2.2.3 供试品溶液的制备  分别称取粉碎成细粉

( 过 40目筛,干燥 24 h) 的不同产地的生地黄各 0. 5
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  表 1 地黄寡糖加样回收率试验结果

称样量 / g
测得量 / mg 回收率 /% 平均回收率 RSD/%

棉子糖 甘露三糖 水苏糖 棉子糖 甘露三糖 水苏糖 棉子糖 甘露三糖 水苏糖 棉子糖 甘露三糖 水苏糖

0. 085 7 6. 11 4. 82 29. 90 101. 83 96. 40 97. 89

0. 084 0 6. 32 5. 25 30. 40 105. 33 105. 00 99. 62

0. 083 3 5. 80 4. 94 30. 82 96. 67 98. 80 100. 76
101. 08 99. 63 100. 51 3. 09 3. 31 2. 49

0. 085 8 5. 92 4. 82 31. 0 98. 67 96. 40 101. 59

0. 081 9 6. 03 5. 10 30. 4 100. 50 102. 00 98. 41

0. 084 9 6. 21 4. 96 32. 00 103. 50 99. 20 104. 77

  注 :棉子糖对照品加入量均为 6. 0 mg, 甘露三糖对照品加入量均为 5. 0 mg, 水苏糖对照品加入量均为 30. 00 mg。

g,精密称定,加水 9 mL,超声提取 30 min,放冷,用

水定容至 10 mL, 取 1 mL, 离心, 8 000 r·min - 1, 15

min,上清液 0. 45 μm滤过,滤液备用。

2.3 不同产地生地黄中梓醇成分的 HPLC 检测

比较
[ 1]

2.3.1  色 谱 条 件  Waters996 紫 外 检 测 器、

Waters600 泵, C18柱( 4. 6 mm×150 mm, 5 μm) ,检测

波长 210 nm, 流动相为甲醇-0. 1% 磷酸溶液 ( 1∶

99) ,流速 1. 0 mL·min
- 1

, 柱温为室温, 进样量 20

μL。结果见表 2,图 2。
表 2 不同产地生地黄中地黄寡糖及梓醇含量 %

产地
采集时间

/年
蔗糖 楝二糖 棉子糖

甘露

三糖
水苏糖 梓醇

河南新乡 2008 - - 7. 49 - 37. 56 1. 01

河南西峡 2008 - - 8. 96 - 45. 83 0. 77

河南三门峡 2008 - - 7. 75 - 36. 26 1. 37

不详 不详 1. 09 0. 74 2. 40 2. 39 25. 27 0. 93

河南淮阳 2008 - - 8. 57 - 45. 46 1. 17

河南(不详) 2006 - - 9. 63 - 50. 62 0. 79

甘肃庆阳 2008 - - 11. 08 0. 44 47. 42 1. 33

甘肃清水 2008 1. 71 0. 46 2. 11 2. 25 19. 05 2. 14

甘肃金崖 2008 5. 44 0. 35 4. 51 1. 64 44. 19 1. 00

甘肃大康营 2008 - 0. 53 8. 17 0. 97 41. 70 3. 64

2.3.2 对照品溶液的制备 称取梓醇对照品适量,

精密称定,用流动相甲醇-0. 1%磷酸溶液( 1∶99) 制

成每 mL含 10 μg的溶液, 0. 45 μm滤过,滤液备用。

2.3.3 供试品溶液的制备  分别称取粉碎成细粉

(过 40 目筛,干燥 24 h) 不同产地的生地黄 0. 5 g,精

密称定,加甲醇 5 mL,超声提取 30 min,放冷, 用甲

醇定容至 5 mL,滤过,水浴蒸干,残渣用流动相甲醇-

0. 1%磷酸溶液 ( 1∶99) 溶解定容至 5 mL, 0. 45 μm

滤过,滤液备用。

图 1 生地黄中糖类成分 HPLC

由表 2 可以看出生地黄中糖类成分水苏糖含量

最高,产地不同,含量有所差异,河南产的生地黄普

遍较高,甘肃产的生地黄中水苏糖含量差异较大,但

是相对较高;河南新乡、河南三门峡、河南淮阳、河南

西峡、对照药材中没有检测到甘露三糖,其他产地的

甘露三糖含量也较低;所有产地均含有棉子糖,含量

相对较高,水苏糖含量较高的生地黄,棉子糖含量也

较高,水苏糖含量较低的生地黄, 棉子糖含量也较

低。河南新乡、河南三门峡、河南淮阳、河南 ( 不

详) 、甘肃庆阳、对照药材产的生地黄中没有检测到

楝二糖;因蔗糖峰和果糖、葡萄糖、半乳糖 3 个单糖

峰比较接近,有的供试品中蔗糖峰与单糖峰没有分

开,所以没有积分计算。

不同产地生地黄中梓醇成分含量差异不是很

大,甘肃产的生地黄中梓醇含量相对较高,但是含量
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图 2 生地黄中梓醇成分 HPLC

普遍比水苏糖含量低。

不同产地生地黄中糖类成分含量和梓醇含量并

不成一定的比例,如甘肃清水产的生地黄中水苏糖

含量相对较低,但梓醇含量较高;河南西峡产的生地

黄,水苏糖含量较高,但梓醇含量较低。

刘长河等
[ 4]
采用薄层扫描法对河南、山西和山

东部分地区的生地黄中的梓醇进行了测定,其中河

南温县产生地黄梓醇含量较高,以山东嘉祥、山东济

宁、山西襄汾所产生地黄梓醇含量较低。

3 讨论

由生地黄测定结果可以看出,产地不同,其所含

寡糖成分、含量均不一样,有的产地没有检测到甘露

三糖和楝二糖。究竟什么导致了寡糖成分的差异,

 

鲜生地黄炮制成生地黄时造成的,还是生长环境造

成的? 因此本课题组对超声提取和煎煮提取做了对

比,并对干燥条件做了考察,发现在较高的温度和较

长时间下,水苏糖不稳定, 分解成甘露三糖和果糖;

梓醇是一种环烯醚萜葡萄糖苷类化合物,加工炮制

过程中,脱去糖基而发生了一系列化学变化,导致梓

醇大幅降低的同时出现了新的化合物
[ 5] ;梓醇的含

量与生地黄块根的外形有一定相关性, 形状大的梓

醇含量高,小的含量低 [ 6] ; 也有文献报道,梓醇含量

较低可能是药农在烘制过程中,温度过高,梓醇受热

破坏所致
[ 7 -8 ] ;所以亟待进一步深入研究造成不同产

地生地黄所含寡糖成分和梓醇成分的含量差异的真

正原因。

对供试品含量的计算,采用工作曲线回归方程

法和外标一点法 2 种方法计算、比较 [ 3] ,用外标一点

法计算的误差比用工作曲线回归方程法的误差小。

所以在试验中地黄寡糖含量测定采用外标一点法

计算。

为了避免供试品的制备影响含量的差异, 所以

将所有的药材均粉碎后过 40 目筛,并置五氧化二磷

干燥器中干燥 24 h,水分测定均≤5%。
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