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高效液相色谱法同时测定竹叶椒中 4 种成分含量*
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摘 要: 建立高效液相色谱法同时测定竹叶椒中桉脂素、N－甲基脱水四氢小檗碱 A、芝麻素和 planispine A4 种成分的含量。
采用 Diamonsil C18柱( 4. 6 mm×250 mm，5 μm) ，以乙腈( A) －水( B) 为流动相梯度洗脱，流速 1 mL /min; 柱温 30 ℃ ; 检测波长

236 nm。桉脂素在 6. 25～100 μg·mL－1( r = 0. 9996) 范围内、N－甲基脱水四氢小檗碱 A 在 6. 25～ 100 μg·mL－1( r = 0. 9995) 范围内、
芝麻素在 11. 25～180 μg·mL－1( r = 0. 9995) 范围内、planispine A 在 9. 38～ 150 μg·mL－1( r = 0. 9998) 范围内均线性良好。平均回收
率分别为 99. 31%( ＲSD= 1. 47%) 、101. 34%( ＲSD= 1. 39%) 、98. 03% ( ＲSD = 1. 97%) 、100. 39% ( ＲSD = 2. 10%) 。本方法简便、可
靠、准确度高、重复性好，可用于竹叶椒多成分质量控制研究。
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Abstract: A high performance liquid chromatography ( HPLC) method was developed and validated for simultaneous
quantification of four constituents including eudesmin，N－Methylanhydrotetrahydroberberrubine A，sesamin and planispine
A in Zanthoxylum armatum. The quantification was performed on Diamonsil C18 column ( 4. 6 mm×250 mm，5 μm) ，The
mobile phase was acetonitrile ( A ) － water ( B ) with a gradient elution，at the flow rate of 1 mL /min. The column
temperature was 30 ℃ with the detection wavelength of 236 nm. The linear range of eudesmin， N －
Methylanhydrotetrahydroberberrubine A，fargesin and planispine A were 6. 25 ～ 100 μg·mL－1 ( r = 0. 9996 ) ，6. 25 ～
100 μg·mL－1( r = 0. 9995) ，11. 25～180 μg·mL－1( r = 0. 9995) and 9. 38～150 μg·mL－1( r = 0. 9998) ，respectively.
The average recoveries were 99. 31% ( ＲSD = 1. 47%) ，101. 34% ( ＲSD = 1. 39%) ，98. 03% ( ＲSD = 1. 97%) ，
100. 39% ( ＲSD = 2. 10%) ，respectively. This method was simple，reliable，accurate and reproducible for the quality
control of Zanthoxylum armatum.
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竹叶椒 ( Zanthoxylum armatum DC. ) 为 芸 香 科 ( Ｒutaceae)

花椒属( Zanthoxrylum Linn) 植 物，主 要 分 布 于 我 国 华 东、中

南、西南多省及缅甸、印度、尼泊尔等地。植株多生长于海

拔 2200 m 低丘陵坡地和山地，亦见于石灰岩山地［1］。其在我

国民间应用广泛，多用于治疗胃腹疼痛、牙痛、风湿关节痛

等［2］。竹叶椒具有镇痛、抗炎、抗血小板聚集等药理活性［3］，

其所含主要化学成分有生物碱［4］、木脂素［5］、香豆素［6］和挥

发油［7］等。其 中 生 物 碱 及 木 脂 素 成 分 具 有 显 著 镇 痛 抗 炎 活

性［8－9］，故对其生物碱及木脂素成分的含量测定对竹叶椒质量
控制具有重要作用。本文建立了高效液相色谱法同时对竹叶
椒根中 4 种高含量的生物碱和木脂素成分( 桉脂素、N－甲基
脱水四氢小檗碱 A、芝麻素和 planispine A) 进行含量测定，并
对该方法进行了方法学验证。其方法学结果表明该方法精密
度高、重复性好等特点。该方法的建立为竹叶椒药材的质量
控制提供了支持。
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1 实 验

1. 1 仪器与试剂

岛津 LC－2010A 高效液相色谱仪( D2 检测器) ，日本岛津;

梅 特 勒 XS105 DualＲange 电 子 分 析 天 平， 瑞 士 METTLEＲ
TOLEDO; ＲE－52AA 旋转蒸发器，上海亚荣生化仪器厂; Lab
Tower EDI15 超 纯 水 一 体 机， 美 国 Thermo Fisher Scientific;
ZNHW 智能恒温电热套，上海羌强实业发展有限公司。

乙腈( 色谱纯) ，德国默克公司; HP－20 大孔树脂，四川百
斯特化学试剂有限公司; 实验所用水为超纯水; 其他试剂为分
析纯。

桉脂素、N－甲基脱水四氢小檗碱 A、芝麻素和 planispine A
均由实验室分离，经 UV、NMＲ 及 MS 确定结构，并经 HPLC－
DAD 检测纯度＞98. 0%。竹叶椒药材采自广西省南宁市，经海
南医学院药学院李友宾教授鉴定为芸香科花椒属植物竹叶椒
Zanthoxylum armatum DC ( Ｒutaceae) 的干燥根。

1. 2 色谱条件

色谱柱: Diamonsil C18柱( 4. 6 mm×250 mm，5 μm) ; 流动

相为乙腈( A) －水( B) ，梯度洗脱程序为: 0 ～ 20 min，30% ～
45% A; 20～30 min，45% A; 30～ 55 min，45% ～ 90% A; 55～
60 min，90% A; 流速 1 mL /min; 柱温 30 ℃ ; 检测波长 236
nm，进样量 10 μL。

1. 3 对照品溶液的制备

精密称取桉脂素、N－甲基脱水四氢小檗碱 A、芝麻素和
planispine A 对照品加入乙腈溶解得各单体对照品溶液。精密吸
取单体对照品溶液混合得桉脂素、N－甲基脱水四氢小檗碱 A、
芝麻素和 planispine A 浓度分别为 200 μg·mL－1、200 μg·mL－1、
360 μg·mL－1和 300 μg·mL－1的混合对照品储备液。

1. 4 样品的制备

称取 1 kg 竹叶椒根药材，加入 70%乙醇( 料液比为 1∶5，
w/V) 加热回流提取两次，每次 2 h，合并滤液，浓缩，得 95. 56 g
竹叶椒粗提浸膏。称取 80. 03 g 粗提浸膏溶于 50%甲醇后，以 2
BV·h－1 流速上样 4 BV 体积于预处理后的 HP－20 大孔树脂。
以 6 BV 体积 50%乙醇洗脱，浓缩，得 57. 53 g 50%乙醇洗脱部
位，6 BV 95%乙醇洗脱，浓缩，得 9. 713 g 95%乙醇洗脱部位。

1. 5 供试品溶液的制备

精密称取“1. 4”项下所得 95%乙醇洗脱物 15 mg，置于
10 mL 容量瓶中加入 70%乙醇定容，溶液经 0. 45 μm 微孔滤膜
过滤得供试品溶液。

2 结果与讨论

2. 1 色谱条件的考察

建立色谱检测条件初期考察甲醇－水梯度洗脱，所得峰型
较差，后考察乙腈－水梯度洗脱体系，所得峰型理想。并对柱
温及流速进行考察，最终选择柱温 30 ℃，流速 1 mL·min－1。
对梯度进行调整后确定为“1. 2”项下洗脱梯度。

2. 2 线性关系考察

精密吸取“1. 3”项下混合对照品溶液储备液 500 μL，加
入乙腈定容至 1 mL，以此方法稀释，得 5 个不同浓度混合标准
溶液，进样分析，以浓度为横坐标( X) ，峰面积为纵坐标( Y) ，

采用外标法绘制标准曲线。结果见表 1。

表 1 4 种化合物的回归方程
Table 1 Calibration curves of 4 analytes

化合物 回归方程
线性范围 /

( μg·mL－1 )
r

桉脂素 Y= 35453. 69X－81624. 4 6. 25～100 0. 9996

N－甲基脱水

四氢小檗碱 A
Y= 39823. 28X－149093. 2 6. 25～100 0. 9995

芝麻素 Y= 22302. 26X－94430. 64 11. 25～180 0. 9997

planispine A Y= 17812. 31X－20895. 44 9. 38～150 0. 9998

2. 3 精密度试验

取一份供试品溶液，连续进样 6 针，按“1. 2”项下色谱

条件进样分析，计算各化合物峰面积 ＲDS。桉脂素、N－甲基脱
水四氢小檗碱 A、芝麻素和 planispine A 峰面积的 ＲSD 结果见
表 2。结果表明本方法精密度良好。

2. 4 重复性试验

称取 6 份 1 mg 竹叶椒 95%乙醇洗脱部位，按“1. 5”项下
供试品溶液制备方法配制，按“1. 2”项下色谱条件进样分析，

计算各化合物含量。桉脂素、N－甲基脱水四氢小檗碱 A、芝麻

素和 planispine A 平均含量为 16. 95 μg·mL－1，57. 06 μg·mL－1，
37. 47 μg·mL－1，和 20. 96 μg·mL－1，其 ＲSD 结果见表 2。结
果表明该方本法重复性良好。

2. 5 稳定性试验

取一份供试品溶液，分别于 0 h，2 h，4 h，6 h，8 h 和
10 h，按“1. 2”项下色谱条件进样分析，计算各化合物峰面
积 ＲDS，桉 脂 素、N － 甲 基 脱 水 四 氢 小 檗 碱 A、芝 麻 素 和
planispine A 峰面积的 ＲSD 结果见表 2。结果表明本方法稳定性
良好。

表 2 精密度、重复性和稳定性结果
Table 2 Precision，repeatablility and stability results

化合物 精密度 /% 重复性 /% 稳定性 /%

桉脂素 1. 49 1. 09 0. 24

N－甲基脱水四氢小檗碱 A 0. 62 0. 97 1. 51

芝麻素 0. 95 1. 40 1. 61

planispine A 0. 49 1. 57 1. 89

2. 6 加样回收率试验

取已知含量供试品 6 份，分别加入一定量混合对照品溶

液，按“1. 2”项下色谱条件进样分析，计算桉脂素、N－甲基
脱水四氢小檗碱 A、芝麻素和 planispine A 平均加样回收率。结
果见表 3。

表 3 加样回收率结果( n= 6)

Table 3 Sample recovery test results( n= 6)

化合物
加入

量 /μg
测得

量 /μg
回收

率 /%
平均

回收率 /%
ＲSD /%

桉脂素

40. 37 39. 32 97. 40 99. 31 1. 47
40. 37 39. 44 97. 70
40. 37 40. 10 99. 33
40. 37 40. 49 100. 29
40. 37 40. 73 100. 89
40. 37 40. 47 100. 25



第 46 卷第 5 期 王怡然，等: 高效液相色谱法同时测定竹叶椒中 4 种成分含量 103

续表 3

N－甲基

脱水四氢

小檗碱 A

41. 05 41. 52 101. 16 101. 34 1. 39
41. 05 41. 17 100. 28
41. 05 41. 35 100. 72
41. 05 42. 23 102. 88
41. 05 40. 95 99. 77
41. 05 42. 37 103. 22

芝麻素

78. 95 77. 09 97. 65 98. 03 1. 97
78. 95 79. 10 100. 19
78. 95 76. 35 96. 71
78. 95 75. 17 95. 21
78. 95 77. 69 98. 41
78. 95 78. 95 100. 01

planispine A

70. 55 70. 81 100. 37 100. 39 2. 10
70. 55 72. 15 102. 26
70. 55 69. 21 98. 10
70. 55 72. 04 102. 11
70. 55 68. 82 97. 56
70. 55 71. 93 101. 96

2. 8 样品含量测定

图 1 对照品溶液及供试品溶液高效液相色谱图

Fig. 1 Chromatograms of reference solution and test solution

取竹叶椒根药材按“1. 5”供试品方法处理后，得竹叶椒 50%
和 95%乙醇洗脱部位，按“1. 2”项色谱条件进样分析，在竹叶椒

50%乙醇部位未检测到 4 种待测化合物，竹叶椒 95%乙醇洗脱部位
中桉脂素、N－甲基脱水四氢小檗碱 A、芝麻素和 planispine A 含
量分 别 为 ( 15. 95 ± 0. 21 ) mg· g－1，( 55. 80 ± 0. 33 ) mg· g－1，
( 35. 32±0. 30) mg·g－1和( 18. 92±0. 09) mg·g－1。经 HP－20 大
孔树脂可有效去除竹叶椒提取浸膏中的非有效成分。色谱图见
图 1，A 为对照品溶液色谱图，B 为供试品样品色谱图。

3 结 论

采用 HP－20 大孔树脂经洗脱得 50%和 95%乙醇洗脱部位，

其中 50%乙醇洗脱部位未检测到有效成分，该洗脱方法有效地
富集纯化竹叶椒提取物的有效成分。本实验所建立色谱方法同
时对竹叶椒 95%乙醇洗脱部位中桉脂素、N－甲基脱水四氢小檗
碱 A、芝麻素和 planispine A 进行含量测定，该方法具有快捷，

准确度高，重复性好的特点，为竹叶椒临床应用及质量控制研
究提供了支撑。
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