
   

表 3 AS-I、AS-Ⅲ加样回收率实验 ( n = 5)

AS-I AS-Ⅲ

样品中皂

苷Ⅱ含量

/mg

加入皂苷

Ⅱ对照品

量/mg

实测值

/mg

回收

率

/%

样品中皂

苷Ⅳ含量

/mg

加入皂苷

Ⅳ对照品

量/mg

实测值

/mg

回收

率

/%

0.120 3 0.062 5 0.181 7 98.24 0. 160 9 0.062 5 0.223 0 99.36

0.121 0 0.062 5 0.181 8 97.28 0. 161 9 0.062 5 0.224 8 100.64

0.120 5 0.062 5 0.184 3 102.1 0. 161 1 0.062 5 0.223 4 99.68

0.121 1 0.062 5 0.182 2 97.8 0. 160 3 0.062 5 0.222 5 99.52

0.120 1 0.062 5 0.181 6 98.4 0. 160 0 0.062 5 0.221 8 98.88

珋x=98.76% RSD=1.94% 珋x=99.62% RSD=0.57%

不同比例的展开剂三氯甲烷-甲醇-水( 13∶7∶2、12∶8

∶2) ,三氯甲烷-甲醇-乙酸乙酯-水( 13∶7∶2∶2、12∶8∶2

∶2、11∶9∶2∶2、6∶3∶1∶1等 ) , 结果表明采用经

NaH2PO4 处理的高效 G板, 以三氯甲烷-甲醇-乙酸

乙酯-水( 6∶3∶1∶1) 的下层溶液作展开剂效果较好。

展开剂中加入乙酸乙酯,可使背景颜色更浅,斑点显

色更清晰,避免了其它成分的干扰。适当延长展距,

可使 Rf值适中,分离度较好。

  黄芪皂苷的含量测定曾尝试采用高效液相-紫

外检测器检测,但由于黄芪皂苷在紫外区仅有微弱

的吸收,溶剂噪音对结果有较大影响,测定误差大,

所以放弃了此法。采用示差检测器检测,取得了较

好的结果。色谱条件中比较了不同比例的流动相,

结果以乙腈�水( 34∶66) 效果较好,可以在不影响分

离度的前提下缩短出峰时间,溶剂峰干扰小。

  薄层色谱图上其它的皂苷组分有待鉴别。从

HPLC图上也检测到了其它未知成分。分离的未知

化合物将在以后的研究中作进一步鉴别及药理作用

研究。
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东北山梅花根总皂苷的含量测定及镇痛活性研究
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  [ 摘要]  目的: 测定东北山梅花根总皂苷的含量, 并初步研究总皂苷镇痛活性。方法: 以人参皂苷 Rb1 为标准品, 采用分

光光度法测定东北山梅花根总皂苷含量。采用醋酸致小鼠扭体法,研究东北山梅花根总皂苷镇痛活性。结果: 东北山梅花根

总皂苷含量为 1. 54% ;回归方程 Y = 1. 891 4 X - 0. 003 9, r = 0. 998 9;平均加样回收率为 97. 17% ( n = 5) , RSD为 1. 78%。东

北山梅花根总皂苷能显著降低醋酸致小鼠扭体次数( P < 0. 01或 P < 0. 05)。结论:东北山梅花根总皂苷具有显著的镇痛活性,

值得深入研究。

[ 关键词]  东北山梅花;虎耳草科;山梅花属;分光光度法;总皂苷; 镇痛活性

[ 中图分类号]  R284. 1, R285. 5  [ 文献标识码]  B  [文章编号]  1005-9903( 2010) 04-0030-03

  东北山梅花属于虎耳草科山梅花属植物, 具有

解热、镇痛等作用, 用于治疗疟疾、痔疮、挫伤、腰胁

疼痛、胃痛、头痛等病症
[ 1 ]

, 是民间广为应用的一种

中草药。

研究表明东北山梅花根含有豆甾醇
[ 1 ]
、7-羟基-

8-甲氧基香豆素、3-甲氧基-4-羟基苯甲醛
[ 2 ]
及皂苷

等化学成分。定性研究表明东北山梅花根总皂苷主

要为三萜皂苷。本实验以人参皂苷 Rb1 为对照品,

采用分光光度法测定东北山梅花根总皂苷的含量,

采用醋酸致小鼠扭体法, 对其总皂苷的镇痛活性进

行初步研究。

1 材料

1.1 试药 东北山梅花根采自吉林省抚松县,由延

边大学农学院张君仪高级农艺师鉴定为虎耳草科植
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物东北山梅花 Philadelphus schrenkii Rupr. ;人参皂苷

Rb1 ( 购自中国药品生物制品检定所,批号: 1107042-

200419) ;阿司匹林肠溶片( 山西云鹏制药有限公司,

批号: 070402) ;实验试剂均为国产分析纯;薄层层析

硅胶 GF254、柱层析硅胶 100 ～200 目 ( 购自青岛海

洋化工厂)。

1.2 仪器  超声波清洗器 ( KQ-250B型 ) ; 旋转蒸

发器( RE-52 型,上海亚荣生化仪器厂) ; UV-3010 型

紫外可见分光光度计(日本岛津) 。

1.3 动物 昆明种小鼠( 购自潍坊医学院动物实验

中心) ,雌雄各半,体重 ( 20 ±2) g,标准恒温横湿条

件下饲养。

1.4 数据处理 数据用 SPSS13. 0 软件进行处理。

2 实验方法与结果

2.1 供试液制备 标准品溶液: 精密称取干燥至恒

重的人参皂苷标准品 0. 01 g置于 10 mL量瓶中,加

甲醇 6 mL溶解完全并定容至刻度,摇匀,得浓度为

1 g·L - 1
的标准品溶液。

样品溶液Ⅰ:精密称取东北山梅花根干燥粉末

3 份,各 2 g, 分别加入 95% 乙醇, 加热回流提取 3

次,每次 6 h,过滤,合并滤液,减压浓缩,得淡黄色固

体膏状物。将固体膏状物用蒸馏水超声溶解, 依次

用石油醚、乙醚、正丁醇萃取。将正丁醇萃取物减压

浓缩,分别加入甲醇溶解, 在硅胶柱层析色谱上精

制,薄层色谱跟踪检测。石油醚-乙酸乙酯梯度洗脱

( 1∶10 ～1∶1) ,至无流份,改用 80%乙醇洗脱。合并

醋酐-硫酸反应呈阳性的组分, 减压浓缩至干, 得东

北山梅花根总皂苷。分别以甲醇溶解并定容至 10

mL,密封备用。

样品溶液Ⅱ:取东北山梅花根干燥粉末 3 kg,按

样品溶液Ⅰ方法处理, 得总皂苷。取总皂苷 1. 0,

2. 5, 3. 0 g, 分别用蒸馏水超声溶解并定容至 250

mL,备用。另取总皂苷 0. 5 g,为样品Ⅲ,放置备用。

2.2 总皂苷鉴别

2.2.1 泡沫实验 取少量样品Ⅲ放入试管中,加入

10 mL水,放入沸水浴中加热 10 min后取出,振摇,

产生大量泡沫, 25 min未见消失。

2.2.2 酸碱实验  皂苷水溶液振摇后产生的持久

性泡沫,与 pH有关 [ 3 ] ,利用此性质鉴定东北山梅花

根总皂苷的类型:取两支试管,一管加入 0. 1 mol·

L- 1 HCl溶液 5 mL,另一管加入 0. 1 mol·L - 1 NaOH

溶液 5 mL,再各加入少量样品Ⅲ,使酸管 pH为 1,碱

管 pH为 13,强烈振摇,结果两管所形成的泡沫高度

相同。

2.2.3 醋酐-硫酸反应  取少量样品Ⅲ放入试管

中,加入醋酐-浓硫酸试剂,试管中先呈现橘黄色,最

后变为紫色。

2.2.4 甾体皂苷检查  取少量样品Ⅲ,甲醇溶解,

在紫外可见分光光度计上扫描, 波长范围 265 ～280

nm。结果在 265 ～280 nm波长范围内无吸收峰,表

明东北山梅花根总皂苷中无甾体皂苷。

上述实验结果表明东北山梅花根中含有皂苷,

皂苷类型为三萜皂苷。

2.3 总皂苷含量测定

2.3.1 测定波长选择  吸取人参皂苷 Rb1 标准品

和样品溶液Ⅰ各 0. 02 mL,分别置 10 mL比色管中,

挥干溶剂,各加入新鲜配制的 5% 香草醛-冰醋酸溶

液 0. 2 mL,高氯酸 0. 8 mL,加盖,摇匀,于 60℃水浴

中加热 15 min,取出,冰水中放置 5 min,室温放置 10

min,然后加入冰醋酸 5 mL,摇匀,室温静置 30 min,

在 400 ～600 nm波长下扫描,结果显示人参皂苷 Rb1

和样品溶液在 548 nm波长处均有最大吸收,空白样

品溶液在此波长处无吸收,因此选择 548 nm波长作

为测定波长。

2.3.2 标准曲线制作 吸取人参皂苷 Rb1 溶液 0,

0. 02, 0. 04, 0. 06, 0. 08, 0. 10, 0. 12 mL,分别置 10 mL

比色管中,按样品含量测定项下方法测定吸光度,以

溶剂为空白, 548 nm波长处测定吸光度值。以吸光

度为纵坐标, 人参皂苷 Rb1 含量 ( mg) 为横坐标,绘

制标准曲线。得回归方程: Y =1. 891 4 X - 0. 003 9,

r = 0. 998 9。结果表明皂苷测定量在 0. 02 ～0. 12

mg ( 浓度为 3 ～20 mg·L
- 1

) 与吸光度之间线性关

系良好。

2.3.3 稳定性试验 准确吸取样品液 1 mL, 按样

品含量测定项下方法于 548 nm波长每隔 5 min测定

吸光度。结果表明样品液在 45 min 内吸光度没有

明显变化,因此在 45 min内完成测定稳定性良好。

2.3.4 回收率试验  精密称取已知含量的东北山

梅花根干燥粉末 5 份,各加入人参皂苷标准品溶液

0. 02 mL,处理方法同样品溶液Ⅰ,按样品含量测定

项下方法测定吸光度值, 计算回收率。见表 1。结

果表明在提取、精制过程中东北山梅花根总皂苷没

有较大损失,提取方法可行,测定结果可靠。
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表 1 加样回收率试验结果

原样品

皂苷量

/mg

加入标

准品量

/mg

实测

皂苷量

/mg

回收率

/%

平均

回收率

/%

RSD

/%

0. 031 6 0. 02 0. 050 6 98. 06

0. 041 2 0. 02 0. 061 0 99. 67

0. 034 5 0. 02 0. 051 9 95. 23 97. 17 1. 78

0. 036 6 0. 02 0. 054 7 96. 64

0. 035 8 0. 02 0. 053 7 96. 24

2.3.5 样品含量测定  准确吸取样品溶液Ⅰ各

0. 01 mL,分别置 10 mL比色管中,挥干溶剂,各加入

新鲜配制的 5%香草醛-冰醋酸溶液 0. 2 mL,高氯酸

0. 8 mL,加盖, 摇匀, 于 60℃水浴中加热 15 min,取

出,冰水中放置 5 min,室温放置 10 min,然后加入冰

醋酸 5 mL,摇匀,室温静置 10 min, 548 nm波长处比

色,测定样品吸光度值,根据回归方程求总皂苷的质

量分数。由回归方程得 3 份样品总皂苷质量分数分

别为 1. 51% , 1. 56% , 1. 54% , 平 均 质 量 分 数

1. 54% , RSD为 1. 63% ( n =3) 。结果表明该方法重

复性良好。

2.3.6 精密度试验  取 6 份人参皂苷标准品溶液

各 0. 02 mL, 按上述方法分别测定吸光度值, 计算

RSD为 1. 07% ( n = 6) 。表明本方法精密度良好。

2.3.7 重复性试验  精密称取东北山梅花根干燥

粉末 5 份,各 2 g,处理方法同样品溶液Ⅰ,按样品含

量测定项下方法测定吸光度值,得 RSD为 1. 12% ( n

= 5) 。实验结果表明本方法的重复性满足要求。

2.4 小鼠醋酸扭体试验  选取昆明种小鼠雌雄各

25 只,随机分成 5 组,每组 10 只。分别按表 2 剂量

ig样品溶液Ⅱ,对照组 ig等量 0. 9%生理盐水, 1 次 /

d,连续 3 d, 末次药后 1 h 每只小鼠 ip 新鲜配制

0. 7%醋酸溶液 0. 2 mL。观察并记录注射醋酸 2 ～3

min至 15 min内扭体次数,利用 SPSS13. 0 软件进行

数据处理,作组间配对 t检验( 见表 2) 。

表 2 东北山梅花根总皂苷镇痛试验结果 ( 珋x±s, n = 10 )

组别
剂量

/ g·kg - 1

扭体次数

/次

镇痛率

/%

对照 — 36. 20 ±4. 16 —

阿司匹林 0. 08 13. 70 ±2. 21 2) 62. 15

山梅花根总皂苷 0. 02 24. 56 ±3. 13 2) 32. 15

0. 05 21. 29 ±3. 54 2) 41. 19

0. 06 15. 18 ±1. 27 2) 58. 07

  注 :对照组比较1) P < 0. 05, 2) P <0. 01

  由表 2 可知,东北山梅花根总皂苷在高、中、低

3 个剂量下均有显著的镇痛活性,呈剂量依赖关系;

高剂量组与阿斯匹林组作用强度相似。

3 结论

本实验通过分光光度法测定了东北山梅花根总

皂苷的质量分数为 1. 54% , 含量较高;通过定性实

验确定了东北山梅花根总皂苷的主要类型,为三萜

皂苷。同时对其镇痛活性进行了初步研究。镇痛实

验表明东北山梅花根总皂苷具有显著的镇痛活性,

能降低醋酸致小鼠扭体次数 ( P < 0. 01 或 P <

0. 05) 。

三萜皂苷是一类重要的活性物质, 具有降血

脂、抗菌、抗炎、抗氧化、抗癌及提高机体免疫力等多

种作用
[ 4 ]
。在自然界的分布比甾体皂苷广泛, 种类

也较多,如人参皂苷、甘草皂苷、远志皂苷、柴胡皂苷

等,在临床均有广泛的应用。东北山梅花根含有三

萜皂苷,含量较高,具有重要的药用价值和广阔的应

用前景,值得深入研究。本实验结果为东北山梅花

根的进一步研究、活性成分的分离、山梅花属植物的

开发提供了理论依据。
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