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瑶药红牛膝质量控制方法研究
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摘　 要: 瑶药红牛膝为苋科植物柳叶牛膝(Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｌｏｎｇｉｆｏｌｉａ)的根及根茎ꎬ为瑶族地区习用药材ꎬ目前仅

有个别省区收载了其质量控制方法ꎮ 该文对广西壮族自治区区内采集的 １４ 批红牛膝药材进行了性状鉴

别、显微鉴别和薄层色谱鉴别ꎬ并采用飞诺美 Ｇｅｍｉｎｉ￣ＮＸ Ｃ１８色谱柱(２５０ ｍｍ × ４.６ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ以乙腈－水溶

液(１５ ∶ ８５)进行等度洗脱ꎬ柱温 ２５ ℃ꎬ流速 １.０ ｍＬｍｉｎ￣１ꎬ检测波长 ２４３ ｎｍꎬ建立红牛膝中 β￣蜕皮甾酮的

ＨＰＬＣ 含量测定方法ꎮ 结果表明:(１)红牛膝药材性状、显微鉴别特征明显ꎬ显微鉴别可见栓内层、维管束、
异常维管束、导管、射线细胞、草酸钙砂晶或方晶等ꎮ (２)薄层色谱分离好ꎬβ￣蜕皮甾酮和人参皂苷 ＲＯ对应

的斑点清晰ꎮ (３)含量测定中ꎬβ￣蜕皮甾酮在 ５.６０６~ ２２４.２２４ μｇ 范围内线性关系良好( ｒ ＝ ０.９９９ ９)ꎬ平均加

样回收率为 ９７.６８％ꎬＲＳＤ 为 １.３７％(ｎ＝ ６)ꎮ (４)１４ 批样品中 β￣蜕皮甾酮含量为 ０.００５％ ~０.１５８％ꎬ平均含量

为 ０.０９５％ꎮ 该研究建立了完整的显微鉴别、薄层鉴别及含量测定方法ꎬ为合理评价红牛膝质量和临床合理

用药提供科学依据ꎮ
关键词: 柳叶牛膝ꎬ 性状ꎬ 显微鉴别ꎬ 薄层鉴别ꎬ 含量测定
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ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｒａｔｉｏｎａｌ ｄｒｕｇ ｕｓｅ.
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　 　 瑶药红牛膝为苋科植物柳叶牛膝(Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ
ｌｏｎｇｉｆｏｌｉａ)的根及根茎ꎬ始见成书于公元 １４３６ 年的

«滇南本草» (兰茂ꎬ１９５９)ꎮ 近代本草«中药大辞

典»(南京中医药大学ꎬ２００６)、«中华本草» (国家

中医药管理局中华本草编委会ꎬ１９９９)将“柳叶牛

膝”收载于 “土牛膝” 项下ꎬ作为土牛膝的一个

基原ꎮ
红牛膝在广西各地及我国南北各省均有分

布ꎬ生于山坡、沟谷、村旁ꎬ庭园亦有栽培ꎬ恭城药

市上常有交易(林春蕊等ꎬ２０１６)ꎬ在广西瑶族地区

使用广泛ꎬ瑶语称之为“照脑咪”ꎮ «新编中药志»
(肖培根ꎬ ２００２)、«广西恭城瑶族端午药市药用植

物资源» (林春蕊等ꎬ２０１６)、«广西植物名录» (覃

海宁和刘演ꎬ２０１０)等均对红牛膝有记载ꎮ 广西恭

城瑶族地区的瑶医多以根入药ꎬ瑶医认为其味苦、
酸ꎬ性平ꎬ具有活血散瘀ꎬ祛风除湿ꎬ清热解毒ꎬ利
尿功效ꎬ常用于治小儿感冒高热、肺炎咳嗽、尿路

感染、肾炎、风湿性关节炎、腰膝酸痛、脚气水肿、
闭经、产后腹痛、跌打损伤、鸡骨鲠喉、竹木刺伤、
蜂蜇伤(覃迅云等ꎬ２００２)ꎬ其疗效良好ꎬ具有较好

的开发前景ꎮ
红牛膝现收载于地方标准«江西省中药饮片

炮制规范» (江西省食品药品监督管理局ꎬ２００９)
中ꎬ其标准指标有性状、鉴别(粉末显微鉴别)、检
查检验项目(水分、总灰分、酸不溶性灰分)ꎬ但缺

少药材横切面、薄层色谱鉴别、含量测定等重要的

定性定量检测指标ꎮ 同时ꎬ柳叶牛膝与同属植物

土牛膝( Ａ. ｂｉｄｅｎｔａｔａ)、粗毛牛膝( Ａ. ａｓｐｅｒａ)、钝叶

土牛膝(Ａ. ａｓｐｅｒａ ｖａｒ. ｉｎｄｉｃａ)的原植物形态相似ꎬ
生长环境相同ꎬ各地存在混用情况(南京中医药大

学ꎬ２００６)ꎮ 为区分鉴别药材真伪ꎬ正确评价药材

质量优劣ꎬ确保临床用药安全有效ꎬ有必要制订可

有效控制瑶药红牛膝药材质量的标准ꎬ为红牛膝

药材的真伪鉴别和质量评价提供法定依据ꎮ
红牛膝主要含有皂苷、生物碱、强心苷、三萜

类化合物、甾体化合物、挥发油及有机酸等化学成

分(国家中医药管理局中华本草编委会ꎬ１９９９)ꎮ
其中ꎬβ￣蜕皮甾酮是其主要活性成分之一ꎬ具有促

进蛋白质合成( Ｇｏｒｅｌｉｃｋ￣Ｆｅｌｄｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎬ抗
心律失常(吴旭等ꎬ２００２)ꎬ抑制上皮细胞凋亡保护

心肌(吴旭ꎬ２００６ꎻ夏西超等ꎬ２０１３)ꎬ抑制血糖上升

(张庆远等ꎬ２０１５)ꎬ通经活络、除湿镇痛等作用(王
景富ꎬ２０１７)ꎬ可治疗骨质疏松症(于大永等ꎬ２０１１ꎻ
汤样华等ꎬ２０１９ꎻ赵强ꎬ２０２１ꎻ章喻等ꎬ２０２２)ꎮ 对红

牛膝中 β￣蜕皮甾酮进行含量测定ꎬ可作为红牛膝

内在质量的控制方法ꎮ 本研究采集广西不同产地

红牛膝样品ꎬ完善红牛膝的性状鉴别ꎬ显微特征鉴

别ꎬＴＬＣ 采用对照药材、化学对照品定性鉴别ꎬ通
过 ＨＰＬＣ 法定量分析 β￣蜕皮甾酮的含量ꎬ为其药

材质量标准的提高奠定基础ꎬ以便更加系统、科学

地评价该药材的品质ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 仪器和试剂

仪器: ＬＣ￣２０ＡＴ 高效液相色谱仪(岛津公司)ꎬ
１２６０ 高效液相色谱仪 ( Ａｇｉｌｅｎｔ 科技公司)ꎻＫＱ￣
３００ＤＢ 型数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有

限公司)ꎻＸＳ２０５ 电子分析天平 (精度:十万分之

一) ( ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ)ꎻＭａｓｔｅｒ￣Ｓ１５ 超纯水机
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(上海和泰仪器有限公司)ꎻＯｌｙｍｐｕｓ ＢＨ￣２ 生物显

微镜、Ｏｌｙｍｐｕｓ ＤＰ２０ 照相系统(日本奥林巴斯株式

会社)ꎻＹＯＫＯ￣ＺＳ 薄层色谱成像仪(武汉药科新技

术开发有限公司)ꎮ
试剂: β￣蜕皮甾酮对照品(来源于中国食品药

品检定研究院ꎬ批号为 １１１６３８￣２０１９０７ꎬ含量为

９８.３％)ꎻ人参皂苷 Ｒ０对照品(来源于中国食品药

品检定研究院ꎬ批号为 １１１６３８￣２０１９０７ꎬ含量为

９８.３％)ꎻ乙腈(色谱纯ꎬ德国 Ｍｅｒｃｋ 公司)ꎻ硅胶 Ｇ
板[ 默 克 化 工 技 术 ( 上 海 ) 有 限 公 司ꎬ 批 号 为

ＨＣ３９９６１３５６ꎻ青岛海洋化工有限公司ꎬ批号 为

２０１５０３１２ꎻ烟 台 市 化 学 工 业 研 究 所ꎬ 批 号 为

１２０８２９]ꎻ其余试剂为分析纯ꎮ
１.２ 药材

在广西各地共收集 １４ 批不同产地的红牛膝药

材样品(表 １)ꎮ 其中ꎬ８ 号样品制成腊叶标本(图
１)ꎬ经广西中医药大学韦松基教授、广西中医药研

究院黄云峰副研究员鉴定ꎬ为苋科植物柳叶牛膝

(Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｌｏｎｇｉｆｏｌｉａ)ꎬ取 ８ 号样品作为本研究的

对照药材ꎮ

表 １　 １４ 批柳叶牛膝药材信息表
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ １４ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｌｏｎｇｉｆｏｌｉａ

编号
Ｎｏ.

采集地点
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ｓｉｔｅ

编号
Ｎｏ.

采集地点
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ｓｉｔｅ

１ 武鸣区双桥镇
Ｓｈｕａｎｇｑｉａｏ Ｔｏｗｎꎬ Ｗｕｍｉｎｇ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ ８ 鹿寨县平山乡

Ｐｉｎｇｓｈａｎ Ｔｏｗｎｓｈｉｐꎬ Ｌｕｚｈａｉ Ｃｏｕｎｔｙ

２ 恭城县莲花乡
Ｌｉａｎｈｕａ Ｔｏｗｎｓｈｉｐꎬ Ｇｏｎｇｃｈｅｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ ９ 西林县

Ｘｉｌｉｎ Ｃｏｕｎｔｙ

３ 恭城县三江乡
Ｓａｎｊｉａｎｇ Ｔｏｗｎｓｈｉｐꎬ Ｇｏｎｇｃｈｅｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ １０ 柳州市柳江县里高乡

Ｌｉｇａｏ Ｔｏｗｎｓｈｉｐꎬ Ｌｉｕｊｉａｎｇ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｌｉｕｚｈｏｕ Ｃｉｔｙ

４ 恭城县莲花乡
Ｌｉａｎｈｕａ Ｔｏｗｎｓｈｉｐꎬ Ｇｏｎｇｃｈｅｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ １１ 桂林市恭城县

Ｇｏｎｇｃｈｅｎｇ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｇｕｉｌｉｎ Ｃｉｔｙ

５ 恭城县平安乡
Ｐｉｎｇａｎ Ｔｏｗｎｓｈｉｐꎬ Ｇｏｎｇｃｈｅｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ １２ 临桂区茶洞乡

Ｃｈａｄｏｎｇ Ｔｏｗｎｓｈｉｐꎬ Ｌｉｎｇｕｉ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ

６ 凤山县乔音乡
Ｑｉａｏｙｉｎ Ｔｏｗｎｓｈｉｐꎬ Ｆｅｎｇｓｈａｎ Ｃｏｕｎｔｙ １３ 临桂区茶洞乡江底村

Ｊｉａｎｇｄｉ Ｖｉｌｌａｇｅꎬ Ｃｈａｄｏｎｇ Ｔｏｗｎｓｈｉｐꎬ Ｌｉｎｇｕｉ Ｄｉｓｔｒｉｃｔ

７ 凤山县城山坡上
Ｏｎ ｔｈｅ ｈｉｌｌｓｉｄｅ ｏｆ Ｆｅｎｇｓｈａｎ Ｃｏｕｎｔｙ １４ 凤山县凤城镇

Ｆｅｎｇｃｈｅｎｇ Ｔｏｗｎꎬ Ｆｅｎｇｓｈａｎ Ｃｏｕｎｔｙ

１.３ 方法

１.３.１ 红牛膝的性状鉴别 　 对红牛膝的根及根茎

的大小、形状、表面、质地、断面及气味等特征进行

观察与描述ꎮ
１.３.２ 红牛膝的显微鉴别　 将红牛膝根经固定液固

定后按石蜡切片法切片染色制片ꎬ在生物显微镜下

观察红牛膝根横切面的显微特征ꎻ将红牛膝根经干

燥、粉碎ꎬ过药典四号筛ꎬ取粉末少许置载玻片上ꎬ
用水合氯醛透化、装片ꎬ观察粉末的显微特征ꎮ
１.３.３ 红牛膝的薄层色谱鉴别 　 取红牛膝药材粉

末 ４ ｇꎬ加乙醇 ５０ ｍＬꎬ加热回流 ３ ｈꎬ滤过ꎬ滤液蒸

干ꎬ残渣加水 １５ ｍＬꎬ微热使其溶解ꎬ加在 Ｄ１０１ 型

大孔吸附树脂柱(内径 １.５ ｃｍꎬ柱高 １５ ｃｍ)上ꎬ用
水 １００ ｍＬ 洗脱ꎬ弃去水液ꎬ再用 ２０％乙醇 １００ ｍＬ
洗脱ꎬ弃去洗脱液ꎬ继续用 ８０％乙醇 １００ ｍＬ 洗脱ꎬ
收集该洗脱液ꎬ蒸干ꎬ残渣加 ８０％甲醇溶解定容至

１ ｍＬꎬ作为供试品溶液ꎻ另取红牛膝对照药材 ４ ｇꎬ
同上面的方法制成对照药材溶液ꎻ再取 β￣蜕皮甾

酮对照品、人参皂苷 ＲＯ对照品适量ꎬ加甲醇制成每

１ ｍＬ 含 １ ｍｇ 的混合溶液ꎬ作为对照品溶液ꎮ 对照

薄层色谱法 («中国药典» ２０１５ 年版四部通则

０５０２)试验ꎬ吸取供试品溶液和对照药材溶液各 ２
μＬ、对照品溶液 １ μＬꎬ分别点于同一硅胶 Ｇ 薄层

板上ꎬ以乙酸乙酯－甲醇－水－甲酸(８ ∶ ２ ∶ １ ∶ ０.２)
为展开剂ꎬ展开ꎬ取出ꎬ晾干ꎬ喷以 １０％硫酸乙醇溶

液ꎬ在 １０５ ℃下加热至斑点清晰ꎬ置紫外光灯(３６５
ｎｍ)下检视ꎮ
１.３.４ β￣蜕皮甾酮含量测定 　 色谱条件如下:色谱

柱为飞诺美 Ｇｅｍｉｎｉ￣ＮＸ Ｃ１８色谱柱ꎻ流动相为乙腈－
水溶液(１５ ∶ ８５)ꎻ柱温为 ２５ ℃ꎻ流速为 １.０ ｍＬ
ｍｉｎ￣１ꎻ检测波长为 ２４３ ｎｍꎻ进样量为 １０ μＬꎮ 理论

板数按 β￣蜕皮甾酮计算值不低于２ ０００ꎮ

９００１６ 期 陈松等: 瑶药红牛膝质量控制方法研究



图 １　 柳叶牛膝腊叶标本图
Ｆｉｇ. １　 Ｓｐｅｃｉｍｅｎ ｏｆ Ａｃｈｙｒａｎｔｈｅｓ ｌｏｎｇｉｆｏｌｉａ

对照品溶液的制备: 取 β￣蜕皮甾酮对照品适

量ꎬ精密称定ꎬ加甲醇制成每 １ ｍＬ 含 ５０ μｇ 的溶

液ꎬ作为对照品溶液ꎮ
供试品溶液的制备: 采用 Ｌ９(３４)正交试验表ꎬ

考察提取溶剂用量(１０、２０、３０ ｍＬ)、加热回流提取

时间 ( ３０、 ６０、 ９０ ｍｉｎ ) 及甲醇浓度 ( ６０％、 ８０％、
１００％)对红牛膝药材中 β￣蜕皮甾酮含量提取得率的

影响ꎮ 取红牛膝药材粉末(过二号筛) １ ｇꎬ精密称

定ꎬ按表 ２ 进行供试品制备ꎬ放置室温ꎬ称重ꎬ用相应

浓度的甲醇补足减少的重量ꎬ摇匀ꎬ用微孔滤膜滤

过ꎬ弃去初滤液ꎬ取续滤液ꎬ进样分析ꎮ 根据正交结

果筛选最合适的供试品溶液制备方法ꎮ
专属性试验 　 分别精密吸取对照品溶液、供

试品溶液各 １０ μＬꎬ注入液相色谱仪ꎬ待测定ꎮ 同

时做溶剂空白ꎮ
线性关系考察 　 取 β￣蜕皮甾酮对照品适量ꎬ

精密称定ꎬ加甲醇制成浓度为 ５６０.６ μｇｍＬ￣１的溶

液ꎮ 分别精密吸取以上对照品溶液 ０.１、０.２、１、２、

４ ｍＬ 置于 １０ ｍＬ 量瓶中ꎬ加甲醇至刻度ꎬ摇匀ꎬ作
为标准曲线的系列溶液ꎬ按上述色谱条件进行分

析ꎬ以对照品的进样量(μｇ)为横坐标ꎬ峰面积为纵

坐标ꎬ绘制标准曲线ꎮ

表 ２　 红牛膝中 β￣蜕皮甾酮含量测定工艺因素水平表
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｏｃｅｓｓ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌ ｔａｂｌｅ ｆｏｒ β￣ｅｃｄｙｓｔｅｒｏｎｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｏｎｇｎｉｕｘｉ

水平
Ｌｅｖｅｌ

Ａ
溶剂用量
Ｓｏｌｖｅｎｔ
ｖｏｌｕｍｅ
(ｍＬ)

Ｂ
提取时间
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ
(ｍｉｎ)

Ｃ
甲醇浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ

(％)

１ １０ ３０ ６０

２ ２０ ６０ ８０

３ ３０ ９０ １００

　 　 精密度试验 　 精密称取红牛膝样品(编号:
１０)ꎬ制成供试品溶液ꎬ连续进样测定 ６ 次ꎬ记录 β￣
蜕皮甾酮峰面积并计算相对标准偏差 ( ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎬＲＳＤ)ꎮ

重复性试验 　 精密称取红牛膝样品(编号:
１０)粉末 ６ 份ꎬ制成供试品溶液ꎬ测定 β￣蜕皮甾酮

含量ꎮ
稳定性试验 　 取同一份供试品溶液(编号:

１０)ꎬ在 ０、１、６、１２、１８、２４ ｈ 下进样测定ꎬ记录 β￣蜕
皮甾酮峰面积并计算相对标准偏差(ＲＳＤ)ꎮ

加样回收率试验 　 取已知含量的红牛膝样品

(编号:１０)粉末 ６ 份ꎬ各 ０.５ ｇꎬ精密称定ꎬ置具塞

锥形瓶中ꎬ各精密加入上述 β￣蜕皮甾酮对照品溶

液 ５６０.６ μｇｍＬ￣１ １ ｍＬꎬ另精密加入甲醇 １９ ｍＬꎬ
制成供试品溶液ꎬ测定 β￣蜕皮甾酮含量ꎬ计算回收

率及 ＲＳＤ 值ꎮ
耐用 性 试 验 　 分 别 采 用 Ｇｅｍｉｎｉ￣ＮＸ Ｃ１８、

Ａｍｅｔｈｙｓｔ Ｃ１８￣Ｈ 和依利特 Ｃ１８ ３ 根不同品牌的色谱

柱(规格均为 ５ μｍꎬ４.６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ)测定样品

(编号:１０) 中 β￣蜕皮甾酮的含量ꎬ计算 ＲＳＤ 值ꎮ
采用 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 和岛津 ＬＣ ２０ＡＴ 两个不同品牌

的色谱仪ꎬ测定样品(编号:１０)中 β￣蜕皮甾酮的含

量ꎬ计算相对平均偏差( ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｖｅｒａｇｅ ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎬ
ＲＡＤ)值ꎮ

１４ 批红牛膝药材样品含量测定: 根据上述供

试品溶液制备条件项下正交试验结果确定的方

法ꎬ制备 １４ 批红牛膝药材样品的供试品溶液ꎻ根
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据上述色谱条件及测定方法测定 １４ 批红牛膝药

材样品的 β￣蜕皮甾酮含量(以药材干燥品计算)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 性状鉴别

经对不同产地红牛膝药材性状进行观察ꎬ归
纳总结出其药材性状如下:根茎短粗ꎬ长 ２ ~ ６ ｃｍꎬ
直径 １ ~ １.５ ｃｍꎬ上部有数个凹窝状茎痕或残留茎

基ꎬ下部簇生根 ４ ~ ９ 条或更多ꎻ根呈圆柱形ꎬ常扭

曲ꎬ长 １０ ~ ２０ ｃｍꎬ直径 ０.４ ~ １.２ ｃｍꎬ向下渐细ꎻ表
面灰黄褐色至棕褐色ꎬ具细密的纵皱纹及须根除

去后的痕迹ꎻ质硬而稍有弹性ꎬ易折断ꎬ断面皮部

淡灰褐色ꎬ略光亮ꎬ可见多数点状散布的维管束ꎻ
气微ꎬ味微甜、微涩(图 ２)ꎮ

图 ２　 红牛膝药材图
Ｆｉｇ. ２　 Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｏｆ Ｈｏｎｇｎｉｕｘｉ

２.２ 显微鉴别

经对不同产地红牛膝药材横切面和粉末的显

微结构进行观察ꎬ归纳总结出其药材显微特征如下ꎮ
２.２.１ 根横切面特征 　 木栓层细胞 ２ ~ ５ 列ꎬ部分已

经脱落ꎮ 栓内层细胞数列ꎬ类圆形ꎮ 维管束外韧

型ꎬ束间形成层不明显ꎻ异型维管束断续排列成 ３~５
轮同心环ꎬ外部的维管束较小ꎬ木质部导管 １ ~ ５ 个ꎬ
向内维管束较大ꎬ导管较多ꎻ中央正常维管束ꎬ初生

木质部二原型ꎬ导管单个或几个相连呈放射状分

布ꎬ直径 ３０~１８５ μｍꎬ射线细胞 ５~１０ 列ꎮ 薄壁细胞

中含草酸钙砂晶或方晶ꎬ直径 ３~２８ μｍ(图 ３)ꎮ

１. 木栓层ꎻ ２. 皮层ꎻ ３. 维管束ꎻ ４. 韧皮部ꎻ ５. 木质部ꎻ
６. 射线ꎻ ７. 中心韧皮部ꎻ ８. 中心木质部ꎮ
１. Ｐｈｅｌｌｅｍ ｌａｙｅｒꎻ ２. Ｃｏｒｔｅｘꎻ ３. Ｖａｓｃｕｌａｒ ｂｕｎｄｌｅꎻ ４. Ｐｈｌｏｅｍꎻ
５. Ｘｙｌｅｍꎻ ６. Ｒａｙꎻ ７. Ｃｅｎｔｒａｌ ｐｈｌｏｅｍꎻ ８. Ｃｅｎｔｒａｌ ｘｙｌｅｍ.

图 ３　 红牛膝根横切面
Ｆｉｇ. ３　 Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ ｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｏｎｇｎｉｕｘｉ ｒｏｏｔ

２.２.２ 根的粉末鉴别　 红牛膝根粉末呈灰黄色ꎮ 木

纤维较长ꎬ壁微木化ꎬ胞腔大ꎬ有的具斜形单纹孔ꎬ
纤维直径 １２~２８ μｍꎻ导管为网纹或梯纹导管ꎬ直径

２５~５８ μｍꎻ草酸钙砂晶或方晶多散在ꎬ直径 ３ ~ １５
μｍꎻ木栓细胞多角形或类方形ꎬ灰黄色(图 ４)ꎮ
２.３ 薄层色谱鉴别

供试品 ＴＬＣ 色谱中ꎬ在对照药材色谱和对照

品色谱相应的位置上显相同颜色的荧光斑点ꎮ 见

图 ５ꎮ
２.４ 方法学考察和含量测定

２.４.１ 供试品溶液制备方法的确定 　 试验结果表

明ꎬ溶剂用量(Ａ)、加热回流提取时间(Ｂ)、甲醇浓

度(Ｃ) ３ 个因素对 β￣蜕皮甾酮得率的差异均无统
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１. 导管ꎻ ２. 纤维ꎻ ３. 草酸钙砂晶ꎻ ４. 木栓细胞ꎮ
１. Ｖｅｓｓｅｌꎻ ２. Ｆｉｂｅｒꎻ ３. Ｃａｌｃｉｕｍ ｏｘａｌａｔｅ ｓａｎｄ ｃｒｙｓｔａｌꎻ ４. Ｐｈｅｌｌｅｍ ｃｅｌｌ.

图 ４　 粉末显微图
Ｆｉｇ. ４　 Ｐｏｗｄｅｒ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ

１－１４. 红牛膝药材(８ 号作为红牛膝对照药材)ꎻ １５. 对照品(Ａ. 人参皂苷 Ｒ０ꎻ Ｅ. β￣蜕皮甾酮)ꎻ Ａ－Ｆ. 特征荧光斑点ꎮ
１－１４. Ｈｏｎｇｎｉｕｘｉ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｍａｔｅｒｉａｌｓ (Ｎｏ. ８ ｉｓ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｏｆ Ｈｏｎｇｎｉｕｘｉ)ꎻ １５. Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ (Ａ. Ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒ０ꎻ Ｅ. β￣
ｅｃｄｙｓｔｅｒｏｎｅ)ꎻ Ａ－Ｆ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｐｏｔｓ.

图 ５　 红牛膝药材 ＴＬＣ 色谱图
Ｆｉｇ. ５　 ＴＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｈｏｎｇｎｉｕｘｉ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｍａｔｅｒｉａｌｓ
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计学意义(Ｐ 均大于 ０.０５)ꎬ其中 Ｄ 为空白列(表

３ꎬ表 ４)ꎮ 经高效液相色谱分析发现ꎬ甲醇浓度为

６０％和 ８０％时ꎬ样品检出的色谱峰较多ꎬ容易干扰

到 β￣蜕皮甾酮的分离测定ꎻ溶剂用量少ꎬ过滤时挥

发易造成测定结果误差变大ꎻ提取时间过短ꎬ测得

结果稍低ꎬ 提取时间过长ꎬ易导致效率低ꎮ 综合以

表 ３　 β￣蜕皮甾酮含量测定的正交试验结果与分析
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｆｏｒ

β￣ｅｃｄｙｓｔｅｒｏｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

编号
Ｎｏ.

因素
Ｆａｃｔｏｒ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

评价指标
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

ｉｎｄｅｘ

β￣蜕皮甾酮
β￣ｅｃｄｙｓｔｅｒｏｎｅ
(ｍｇｇ ￣１)

１ １ １ １ １ １.０３４ ６
２ １ ２ ２ ２ １.０１９ ８
３ １ ３ ３ ３ ０.９２９ ８
４ ２ １ ２ ３ １.０１３ ８
５ ２ ２ ３ １ ０.９１０ ４
６ ２ ３ １ ２ １.０１０ ０
７ ３ １ ３ ２ ０.８４１ ８
８ ３ ２ １ ３ ０.９８３ ３
９ ３ ３ ２ １ １.０５１ ７
Ｋ１ ２.９８４ ２ ２.８９０ ２ ３.０２７ ９ ２.９９６ ７
Ｋ２ ２.９３４ ２ ２.９１３ ５ ３.０８５ ３ ２.８７１ ６
Ｋ３ ２.８７６ ８ ２.９９１ ５ ２.６８２ ０ ２.９２６ ９

平均值 Ｋ１

Ａｖｅｒａｇｅ
ｖａｌｕｅ Ｋ１

０.９９４ ７ ０.９６３ ４ １.００９ ３ ０.９９８ ９

平均值 Ｋ２

Ａｖｅｒａｇｅ
ｖａｌｕｅ Ｋ２

０.９７８ １ ０.９７１ ２ １.０２８ ４ ０.９５７ ２

平均值 Ｋ３

Ａｖｅｒａｇｅ
ｖａｌｕｅ Ｋ３

０.９５８ ９ ０.９９７ ２ ０.８９４ ０ ０.９７５ ６

Ｒ ０.０３５ ８ ０.０３３ ８ ０.１３４ ４ ０.０４１ ７

上因素ꎬ最终选择 Ａ２Ｂ２Ｃ３作为提取工艺ꎬ即取红牛

膝药材粉末(过二号筛) １ ｇꎬ精密称定ꎬ精密加入

甲醇 ２０ ｍＬꎬ称定重量ꎬ加热回流 ６０ ｍｉｎꎬ放至室

温ꎬ再称定重量ꎬ用甲醇补足减少的重量ꎬ摇匀ꎬ用
微孔滤膜滤过ꎬ弃去初滤液ꎬ取续滤液ꎬ作为供试

品溶液ꎮ 结果见表 ３ 和表 ４ꎮ
前期预实验在 Ｃ 因素水平不变的情况下ꎬ因

素 Ａ 与因素 Ｂ 不同水平间的交互作用曲线趋于平

行ꎬ没有相交ꎻ在 Ａ 因素水平不变的情况下ꎬ因素

Ｂ 与因素 Ｃ 不同水平间的交互作用曲线趋于平

行ꎬ没有相交ꎮ 因此ꎬ本研究没有考虑不同因素间

的交互作用ꎮ
２.４.２ 专属性试验 　 空白溶剂、对照品溶液和供试

品溶液色谱图见图 ６ꎮ 供试品溶液色谱图中欲测

成分 β￣蜕皮甾酮色谱峰与其他杂质峰分离较好ꎬ
分离度大于 １. ５ꎻ二极管阵列检测器纯度分析显

示ꎬ欲测成分 β￣蜕皮甾酮峰的纯度均大于 ０.９９９ 且

均大于其单点阈值ꎬ说明该色谱峰纯度较高ꎻ空白

溶剂无干扰ꎮ 表明专属性良好ꎮ
２.４.３ 线性关系考察 　 β￣蜕皮甾酮对照品进样量在

５.６０６~２２４.２２４ μｇ 范围时ꎬ进样量与峰面积呈良好

的线性关系ꎬ回归方程为 ｙ ＝ １３.４６２ １ｘ＋５.２３７ ７ꎬｒ ＝
０.９９９ ９ꎮ
２.４.４ 精密度试验　 连续测定 ６ 次 β￣蜕皮甾酮峰面

积平均值为 ７４７ꎬＲＳＤ＝ ０.４１％ꎬ表明仪器的精密度

良好ꎮ
２.４.５ 重复性试验　 ６ 份供试品测得 β￣蜕皮甾酮含

量的平均值为 ０.１１９％ꎬＲＳＤ ＝ ２.１４％ꎬ表明供试品

的制备方法重复性良好ꎮ
２.４.６ 稳定性试验 　 ２４ ｈ 内同一供试品溶液的 β￣
蜕皮甾酮峰面积的 ＲＳＤ 为 １.２７％ꎬ表明样品在 ２４
ｈ 内稳定ꎮ

表 ４　 β￣蜕皮甾酮方差分析结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ β￣ｅｃｄｙｓｔｅｒｏｎｅ

变异来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

离均差平方和
Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ ｏｆ

ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｍｅａｎ

自由度
Ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ
ｆｒｅｅｄｏｍ

均方
Ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ Ｆ Ｐ

溶剂用量 Ｓｏｌｖｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ (ｍＬ) １.９２５ ５Ｅ￣０３ ２ ９.６２７ ５Ｅ￣０４ ０.７３４ ９ >０.０５
提取时间 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ (ｍｉｎ) １.８７６ ５Ｅ￣０３ ２ ９.３８２ ５Ｅ￣０４ ０.７１６ ２ >０.０５
甲醇浓度 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ (％) ３.１７３ ２Ｅ￣０２ ２ １.５８６ ６Ｅ￣０２ １２.１１１ ６ >０.０５
误差 Ｅｒｒｏｒ ２.６２０ ０Ｅ￣０３ ２ １.３１０ ０Ｅ￣０３
总计 Ｔｏｔａｌ ３.５５３ ４Ｅ￣０２ ２

　 注: Ｆ０.０５(２ꎬ２)＝ １９.００ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｆ０.０５(２ꎬ２)＝ １９.００.
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图 ６　 空白溶剂(Ａ)、 β￣蜕皮甾酮对照品(Ｂ)
和供试品(Ｃ)ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ. ６　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｓｏｌｖｅｎｔ (Ａ)ꎬ β￣ｅｃｄｙｓｔｅｒｏｎｅ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ (Ｂ) ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ｆｏｒ ｔｅｓｔ (Ｃ)

２.４.７ 加样回收率试验　 ６ 份样品测得 β￣蜕皮甾酮

平均加样回收率为 ９７.６８％ꎬＲＳＤ ＝ １.３７％( ｎ ＝ ６)ꎬ
表明方法准确度好(表 ５)ꎮ
２.４.８ 耐用性试验　 ３ 根色谱柱测得含量平均值为

０.１２０％ꎬＲＳＤ＝ １.０２％( ｎ ＝ ３)ꎻ２ 台色谱仪测得含

量平均值为 ０.１２１％ꎬＲＡＤ ＝ ０.５０％( ｎ ＝ ２)ꎮ 结果

表明ꎬ该方法对不同品牌的色谱柱和液相色谱仪

均具有良好的耐用性ꎬ说明该方法对不同色谱柱

和不同仪器的适用性强ꎮ
２.４.９ １４ 批样品含量测定结果 　 β￣蜕皮甾酮含量

范围为 ０. ００５％ ~ ０. １５８％ꎬ平均值为 ０. ０９５％ (表

６)ꎮ 根据测定结果ꎬ并考虑不同产地药材来源差

异情况ꎬ拟定红牛膝药材中 β￣蜕皮甾酮含量限度

为≥０.０５０％ꎮ

３　 讨论与结论

民族药质量标准是民族药发展的重要因素ꎬ
标准化是民族药发展的趋势ꎮ 由于历史原因ꎬ过
去民族药标准化工作虽然取得了一定的成绩ꎬ但
是整体水平偏低ꎬ无法满足临床用药的质量安全

和民族药产品的开发需求ꎮ 因此ꎬ开展和提高民

族药质量标准的研究ꎬ对于规范民族药资源的开

发、生产、流通ꎬ民族药产品质量的稳定以及临床

用药具有重要意义ꎬ也为药材监管提供了技术

依据ꎮ
薄层色谱鉴别研究中发现ꎬβ￣蜕皮甾酮、人参

皂苷 ＲＯ在样品中含量较高、专属性强ꎬ可作为特征

性成分ꎮ 选用不同的薄层板ꎬ即硅胶 Ｈ 薄层板、高
效硅胶 Ｈ 薄层板、硅胶 Ｇ 薄层板、高效硅胶 Ｇ 薄

层板ꎬ经过比较发现硅胶 Ｇ 薄层板展开效果较好ꎬ
特征成分斑点分离效果较好ꎬ条带比较清晰ꎬ所以

采用硅胶 Ｇ 薄层板ꎻ展开剂比较了乙酸乙酯－甲

醇－水－甲酸(８ ∶ ２ ∶ １ ∶ ０.２)、正丁醇－乙酸乙酯－
甲酸－水(６ ∶ ４ ∶ １ ∶ ５)的上层溶液ꎬ发现采用乙酸

乙酯－甲醇－水－甲酸(８ ∶ ２ ∶ １ ∶ ０.２)作为展开剂ꎬ
分离效果良好ꎬ样品在对照药材和 β￣蜕皮甾酮、人
参皂苷 ＲＯ相应位置上显相同颜色的斑点ꎬ重复性

良好ꎬ专属性强ꎮ 同时考察了不同品牌的硅胶 Ｇ
薄层板ꎬ并在不同温度(４ ℃和 ３０ ℃)和不同湿度

(相对湿度 ５５％和 ８８％)下试验ꎬ特征成分斑点分

离效果均较好ꎬ方法耐用性好ꎮ 上述方法可作为

红牛膝鉴别的主要依据ꎮ
β￣蜕皮甾酮为红牛膝主要有效成分之一ꎬ为更

全面地反映饮片质量ꎬ本研究测定了 β￣蜕皮甾酮

含量ꎮ 在用 ＨＰＬＣ 进行含量测定方法的研究中ꎬ
笔者曾对加热回流提取和超声提取制备供试液 β￣
蜕皮甾酮含量进行比较ꎬ结果表明加热回流提取

液测得的 β￣蜕皮甾酮含量高于超声提取ꎻ还分别

对甲醇和乙醇作为提取溶剂加热回流提取制备供

试液 β￣蜕皮甾酮含量进行比较ꎬ结果表明甲醇提

取液 β￣蜕皮甾酮含量较乙醇提取液高ꎮ 故本方法

采用甲醇加热回流的方法制备供试品溶液ꎮ 方法

学研究表明ꎬ本文建立的红牛膝中 β￣蜕皮甾酮测

定方法专属性强ꎬ无溶剂干扰ꎬ精密度和准确度

高ꎬ具有良好的重复性和重现性ꎬ可用于评价瑶药

红牛膝质量的优劣ꎮ
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表 ５　 回收率试验结果 (ｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ (ｎ＝ ６)

称样量
Ｗｅｉｇｈｉｎｇ ｏｆ

ｓａｍｐｌｅ
( ｇ)

β￣蜕皮甾酮含量
β￣ｅｃｄｙｓｔｅｒｏｎｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ
(ｍｇ)

加入量
Ａｄｄｅｄ ａｍｏｕｎｔ

(ｍｇ)

测得量
Ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｍｏｕｎｔ

(ｍｇ)

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
(％)

平均回收率
Ｍｅａｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

(％)

相对标准偏差
ＲＳＤ
(％)

０.５０１ ２ ０.５２９ ０ ０.５６０ ６ １.０６７ ７ ９６.０８ ９７.６８ １.３７

０.５０６ １ ０.５３４ ２ ０.５６０ ６ １.０７２ ９ ９６.０９

０.５０１ ５ ０.５２９ ３ ０.５６０ ６ １.０８２ ４ ９８.６６

０.５０５ ０ ０.５３３ ０ ０.５６０ ６ １.０８７ ２ ９８.８５

０.５００ １ ０.５２７ ９ ０.５６０ ６ １.０７４ ５ ９７.５２

０.５０６ ５ ０.５３４ ６ ０.５６０ ６ １.０８９ １ ９８.９０

表 ６　 １４ 批药材样品含量测定结果 (ｎ＝ ２)
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｏｕｒｔｅｅｎ

ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ (ｎ＝ ２)

编号
Ｎｏ.

β￣蜕皮甾酮含量
β￣ｅｃｄｙｓｔｅｒｏｎｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

编号
Ｎｏ.

β￣蜕皮甾酮含量
β￣ｅｃｄｙｓｔｅｒｏｎｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ (％)

１ ０.００５ ８ ０.０５８

２ ０.０８３ ９ ０.０５６

３ ０.１５８ １０ ０.１１９

４ ０.１３７ １１ ０.０６８

５ ０.０７５ １２ ０.１４０

６ ０.０９８ １３ ０.１２０

７ ０.１０４ １４ ０.１１０

　 　 本研究考察了红牛膝的性状鉴别、显微鉴别、
薄层鉴别、含量等检查项目ꎬ并建立了红牛膝中 β￣
蜕皮甾酮 ＨＰＬＣ 含量测定方法ꎬ可为红牛膝质量

标准的完善与提高提供依据ꎬ为红牛膝的质量控

制和开发应用提供参考ꎮ
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