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反相高效液相色谱法测定木香非药用部位药效成分含量
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摘要:【目的】建立通过反相高效液相色谱测定木香(Ancklandialappa)非药用部位药效成分木香烃内酯和去氢木香内酯

含量的方法。【方法】采用岛津LC-15C色谱仪和岛津C18-WR色谱柱(5.0mm×150mm,4.6μm);以乙腈-水(V乙腈∶
V水=48∶52)为流动相,柱温为30℃,流速为1.0mL·min-1。【结果】木香烃内酯进样质量浓度(X1)为0.0059375~
0.19mg·mL-1时,与峰面积(Y1)的回归方程分别和Y1=7×107X1+61685(R2=0.9996);去氢木香内酯进样质量浓

度(X2)为0.00375~0.12mg·mL-1时,与峰面积(Y2)的回归方程分别和Y2=1×107X2-3873.1(R2=0.9993);样品

进样质量浓度在所测范围内与峰面积的线性关系良好。木香烃内酯和去氢木香内酯的平均回收率分别为99.72%和

99.88%,回收率相对标准偏差分别为0.37%和0.25%。【结论】该方法具有简便、准确、快速、灵敏度高以及重复性和回

收率好的特点,可为木香的综合开发利用提供依据。
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菊科(Asteraceae)植物木香(Ancklandialappa)又称广木香或云木香,为多年生草本[1]。木香的干燥根具

有行气止痛、健脾消食等诸多功效,是多种中药复方配方的重要原料药材;当前国内众多制药企业以之为原料,
因而该植物具有很大的市场潜力[2-4]。在重庆地区,人工栽培木香的历史较为悠久,栽植地点分布较广;而在渝

东北地区,木香主要种植在海拔1500m以上的区域,其中开州区木香的种植面积为国内最大[5-6]。在整个生长

过程中,传统意义上的木香非药用部位的生物量占了相当大的部分。但截止目前,这些部分均没有被充分开发

利用。而实验测定表明这些部位也含有一些药效成分,包括木香中所含的典型药效成分即木香烃内酯和去氢木

香内酯,因此开展对木香非药用部分的相关研究很有必要。为此,本研究通过反相高效液相色谱法(Reversed-
phasehighperformanceliquidchromatography,RP-HPLC)建立了一套测定木香的非药用部位即基生叶、主茎

叶、主茎和花蕾中木香烃内酯和去氢木香内酯的含量的方法体系,以便为木香的综合利用提供理论依据[7-8]。

1材料与方法

1.1仪器与试剂

本研究使用的主要仪器有岛津LC-15C色谱仪、岛津C18-WR色谱柱(5.0mm×150mm,4.6μm)、Mettler
AE163十万分之一电子天平和KQ-1000型超声波处理器(昆山市超声仪器有限公司生产)。木香烃内酯标准品

(No.111524-201710)、去氢木香内酯标准品(No.111525-201711)由国家标准物质信息中心提供,甲醇和乙腈为

色谱纯,其余试剂为分析纯,水为去离子水。
1.2实验材料

木香药用部位块根和非药用部位基生叶、主茎、主茎叶及花蕾均来自重庆市开州区大进镇木香药材基地。

1.3研究方法

1.3.1对照品和供试品溶液制备 与药用部位相比,木香非药用部位药效成分含量较低,因此加大了供试品的称
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样量。经反复实验,除了将两种对照品溶液中木香烃内酯和去氢木香内酯质量浓度分别确定为0.002969,

0.001875mg·mL-1以外,还确定了供试品溶液的制备方法,即:分别取木香药材(块根)、基生叶、主茎叶、主茎

和花蕾样品粉末约5.0g,精密称定,分别置于100mL具塞锥形瓶中,均加入甲醇50mL;然后经250W,35kHz
超声波处理30min;待液体冷却后摇匀,过滤,取续滤液,加热挥干后加色谱级甲醇溶解并定容到25mL,即为供

试品溶液。

1.3.2色谱条件的筛选 色谱柱、流动相、流速、柱温、进样量和检测波长参考《中华人民共和国药典2015年版一

部》木香项下[1],即:选用岛津C18-WR色谱柱(5.0mm×150mm,4.6μm),流动相为甲醇-水(V甲醇∶V水=65∶
35),流速为1.0mL·min-1,柱温为30℃,进样量为20μL,木香烃内酯和去氢木香内酯检测波长均为225nm。
分别精密吸取对照品溶液与供试品溶液各20μL,注入色谱仪进行检测。结果发现:木香烃内酯和去氢木香内酯

对照品色谱峰峰形尖锐、对称性好;但非药用部位供试品中的木香烃内酯和去氢木香内酯色谱峰分离效果较差,
与前后其他峰分离度小于1.5,且基线也不能有效分离。因此,本研究对流动相进行了筛选。经过反复实验,当
以乙腈-水(V乙腈∶V水=48∶52)为流动相时,检测结果显示:木香烃内酯和去氢木香内酯对照品色谱峰峰形尖

锐、对称性好(图1a);供试品木香药材及木香非药用部位中的木香烃内酯和去氢木香内酯色谱峰对称性好,与前

后其他峰分离度大于1.5,达到基线分离(图1b)。因此,本研究最终将流动相定为乙腈-水(V乙腈∶V水=48∶52)
而其他色谱条件不变,并对此方法进行方法学考察验证,同时采用此方法对木香各部位中的木香烃内酯和去氢

木香内酯含量进行了测定。

 
               a 对照品                       b 基生叶样品

图1 对照品和木香基生叶样品中木香烃内酯和去氢木香内酯在本研究确定色谱条件下的色谱图像

Fig.1 Chromatogramofcostunolideanddehydrocostuslactoneinthecontrolarticleandinbasalleavessamplesof
A.lappaunderthechromatographicconditionestablishedinthestudy

表1 木香烃内酯和去氢木香内酯线性范围的考察

Fig.1 Investigationonthelinearrangeofcostunolideanddehydrocostuslactone

木香烃内酯质量浓度

(X1)/(mg·mL-1)
峰面积(Y1)

去氢木香内酯质量浓度

(X2)/(mg·mL-1)
峰面积(Y2)

0.19   12638798 0.12  1636071

0.095 6415449 0.06 786671

0.0475 3395251 0.03 387509

0.02375 1593789 0.015 201918

0.011875 767570 0.0075 112227

0.0059375 422194 0.00375 54119

2结果

2.1线性范围考察

精密称取经减压干燥至恒质量的木香烃内酯0.0019mg,置10mL容量瓶中,加入甲醇溶解并稀释至刻度,
摇匀,作为母液。将母液依次稀释2,4,8,16和32倍,得到的溶液质量浓度依次为0.095,0.0475,0.02375,

0.011875,0.0059375mg·mL-1;分别依次注入色谱柱,按照拟定的色谱条件项进样并测定峰面积,结果见表1。
以木香烃内酯质量浓度(X1)作为横坐标,峰面积(Y1)作为纵坐标,绘制木香烃内酯标准曲线,得到线性回归方

程:Y1 =7×107X1 +61685
(R2=0.9996)。结果表明,去木香

内酯质量浓度在0.0059375~
0.19mg·mL-1范围内线性关

系良好。
精密称取经减压干燥至恒质

量的去氢木香内酯0.0012mg,
置10mL容量瓶中,加入甲醇溶

解并稀释至刻度,摇匀,作为母

液。将母液依次稀释2,4,8,16和

32倍,得到的溶液质量浓度依次
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为0.06,0.03,0.015,0.0075和0.00375mg·mL-1;分别依次注入色谱柱,按照拟定的色谱条件项进样并测定

峰面积,结果入表1所示。以去氢木香内酯浓度(X2)作为横坐标,峰面积(Y2)作为纵坐标,绘制去氢木香内酯标准

曲线,得线性回归方程:Y2=1×107X2-3873.1(R2=0.9993),表明去氢木香内酯质量浓度在0.00375~0.12
mg·mL-1范围内线性关系良好。

2.2仪器精密度

表2 仪器精密度实验结果

Fig.2 Instrumentprecisiontestresults

进样

次序

木香烃内

酯峰面积

去氢木香内

酯峰面积

第1次 726420 200625

第2次 727088 195234

第3次 716509 195025

第4次 707022 193477

第5次 709589 198858

第6次 706673 199499

表3 供试品溶液稳定性实验结果

Fig.3 Testsolutionstabilitytestresults

放置

时间/h

木香烃内

酯峰面积

去氢木香内

酯峰面积

0 4961353 3125390

2 4914414 3135888

4 4930268 3165237

6 5129120 3232405

8 5068244 3220343

表4 重复性实验结果

Fig.4 Repeatabilitytestresults

样品

编号

木香烃内酯

质量分数

去氢木香内

酯质量分数

1 0.9291 2.3939

2 0.8641 2.4020

3 0.8668 2.4245

4 0.8723 2.4759

5 0.9018 2.5463

6 0.8911 2.4667

分别取质量浓度为0.011875,0.015mg·mL-1的木香烃内酯和去氢

木香内酯对照品溶液20μL,均重复进样6次,测定峰面积(表2),计算相

对标准偏差。结果显示:木香烃内酯的平均峰面积为715550,峰面积相对

标准偏差为1.31%;去氢木香内酯平均峰面积和峰面积相对标准偏差分

别为197119和1.47%。上述结果表明仪器精密度良好。

2.3供试品溶液稳定性

取同一供试品溶液,分别于常温下放置0,2,4,6和8h后进样20μL,
测定峰面积(表3)并计算相对标准偏差。计算得到不同放置时间下的木

香烃内酯 和 去 氢 木 香 内 酯 峰 面 积 的 相 对 标 准 偏 差 分 别 为1.87%和

1.53%,表明供试品溶液至少在8h内稳定性良好。

2.4供试品重复性

按本研究确定的供试品溶液制备方法,用木香药材平行制备6份供试

品溶液,分别测定其中的木香烃内酯和去氢木香内酯含量(表4)并计算相

对标准偏差。计算结果显示,6份样品中木香烃内酯和去氢木香内酯质量

分数的相对标准偏差分别为2.83%和2.33%,表明实验的重复性良好。

2.5回收率

取已知木香烃内酯和去氢木香内酯质 量 分 数 分 别 为0.02151,

0.1696mg·g-1的木香基生叶样品(重庆市开州区产,采集时间为2017
年9月20日)6份,依次编为1~6号,各约2.5g,精密称定后分别加入6
个100mL锥形瓶中。另取木香烃内酯和去氢木香内酯适量,按本研究确

定的供试品溶液制备方法,制备成回收供试品溶液,使供试品溶液中含

6.90875mg的木香烃内酯标准品和56.6mg的去氢木香内酯标准品。
按拟订的色谱条件,各精密吸取10μL注入色谱仪进行测定,具体测定结

果见表5。采用公式计算两者的回收率。计算结果显示,木香烃内酯和去

氢木香内酯的平均加标回收率分别为99.72%,99.88%;加标回收率相对

标准偏差分别为0.37%,0.25%。

2.6样品药用成分含量测定

按上述确定的研究方法对不同采收时期的木香非药用部位及药用部

位中木香烃内酯和去氢木香内酯的含量进行了测定,结果如表6所示。

3讨论与结论

木香为多年生草本中药材,在种植后第3年的10月份就可采集地下

块根作为药用;但木香的地上非药用部分如基生叶、主茎叶、主茎及花蕾目

前为止还没被开发利用。这些非药用部分的单位产量较大,也应被有效地加以利用。为此,笔者在木香生长旺

盛时期(7月份)采集木香各个非药用部位,然后在木香倒苗前的9月底又采集了木香各个非药用部位和药用部

位,采用RP-HPLC法,并优化色谱条件,测定了上述样品中的药效成分木香烃内酯和去氢木香内酯的含量。结

果表明,9月底采集的木香各非药用部位中两种药效成分的含量明显较药用部位中的更低。对两次采样得到的

样品进行比较,可以发现:7—9月间,木香基生叶的木香烃内酯含量略有下降,而去氢木香内酯含量明显升高;木
香主茎叶和主茎的木香烃内酯和去氢木香内酯含量均明显下降;木香花蕾中木香烃内酯和去氢木香内酯的含量

则均有明显升高。该结果说明,木香的非药用部位实际上存在一定含量的药效成分。鉴于木香的非药用部位还
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兼具其他营养物质,可以探索将之用做饲喂家禽和牲畜的动物饲料添加剂,这将是对木香非药用部位综合利用

的一个重要方向。

表6 不同采收时期木香各部位中木香烃内酯和去氢木香内酯的质量分数

Fig.6 Massfractionofcostunolideanddehydrocostuslactonein
allpartsofA.lappaindifferentharvesttime %  

样品采集时间 样品名称 木香烃内酯 去氢木香内酯

2017-07-31

基生叶 0.000254 0.001166

主茎叶 0.005024 0.018530

主茎 0.002331 0.004958

花蕾 0.000000 0.000000

2017-09-20

基生叶 0.002151 0.016960

主茎叶 0.000391 0.005245

主茎 0.001268 0.003136

花蕾 0.001012 0.014250

药材 0.824300 2.289000

表5 木香烃内酯和去氢木香内酯的加标回收率

Fig.5 Scalingrecoveryofcostunolideanddehydrocostuslactone

被测物 样品编号
样品

质量/g

样品中被测物

质量/mg

加标的被测物

质量/mg

加标后被测物

测得质量/mg

加标

回收率/%

木香烃内酯

1 2.5143 0.05408 0.05527 0.10884 99.07

2 2.5324 0.05447 0.05527 0.10976 100.03

3 2.3376 0.05028 0.05527 0.10542 99.76

4 2.4981 0.05373 0.05527 0.10876 99.56

5 2.5037 0.05385 0.05527 0.10902 99.81

6 2.5432 0.05470 0.05527 0.11002 100.08

去氢木香内酯

1 2.5143 0.42640 0.45280 0.87850 99.84

2 2.5324 0.42940 0.45280 0.88030 99.57

3 2.3376 0.39640 0.45280 0.84870 99.88

4 2.4981 0.42360 0.45280 0.87750 100.24

5 2.5037 0.42460 0.45280 0.87770 100.08

6 2.5432 0.43130 0.45280 0.88260 99.68

综上所述,本研究采用岛津LC-
15C色谱仪和岛津C18-WR色谱柱

(5.0mm×150mm,4.6μm),以乙

腈-水(V乙腈∶V水=48∶52)为流动

相,柱温为30℃,流速为1.0mL·

min-1,进样量为20μL,木香烃内酯

和去氢木香内酯检测波长均为225
nm;然后对木香药用及非药用部位

的药效成分木香烃内酯和去氢木香

内酯的含量进行了测定。研究结果

表明,上述方法具有简便、准确、快
速、灵敏度高以及重复性和回收率

好的特点,可为木香的综合开发利

用提供理论依据。
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TheDeterminationofContentofMedicinalIngredientsinthe
Non-MedicinalPartsofAucklandialappabyRP-HPLC

SHIQinfang1,CHENYijuan1,ZHANGXue2,YANGXian1,YANHua2

(1.CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331;

2.SchoolofPharmacy,ChongqingMedicalandPharmaceuticalCollege,Chongqing401331;

3.ChongqingKaizhouDistrictForestryScienceandTechnologyExtensionStation,KaizhouChongqing405400,China)

Abstract:[Purposes]ToestablishaHPLCmethodforthedeterminationofcontentoftwokindsofmedicinalcomposition,costunol-
ideanddehydrocostuslactone,inthenon-medieinalpartsofAucklandialappabyRP-HPLC.[Methods]Thecostunolideandde-
hydrocostuslactonechromatographicexperimentswereperformedonShimadzuC18-WRcolumn(5.0mm×150mm,4.6μm),the
mobilephasewasacetonitrile-aqueoussolution(48:52);columntemperaturewas30℃,theflowratewas1.0mL·min-1.[Find-
ings]Theresultsshowedthatthelinearresponseranges(n=6)andlinearequationofcostunolideanddehydrocostuslactonewere
Y1=7×107X1+61685(0.0059375~0.19mg·mL-1,R2=0.9996),andY2=1×107X2-3873.1(0.00375~0.12mg·

mL-1,R2=0.9993),respectivelyTheaveragerecoveriesofcostunolideanddehydrocostuslactonewere99.72%and99.22%,re-
spectively;theRSDvaluesofthemwere0.37%and0.25%,respectively.[Conclusions]Themethodhasthecharacteristicsofsim-
plicity,accuracy,rapidity,highsensitivity,goodrepeatabilityandgoodrecoveryrate,andcanprovideabasisforcomprehensive
developmentandutilizationofwoody.
Keywords:RP-HPLC;costunolide;dehydrocostuslactone;Aucklandialappa;non-medieinalparts
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