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摘要：目的　优选“武当松针茶”中莽草酸的提取工艺，并建立其含量测定方法。方法　采用反相高效液相色谱法二极管阵
列检测器测定“武当松针茶”中莽草酸的含量。通过正交设计试验，分别以水和不同浓度的甲醇为提取溶剂考察料液比、超声

功率和超声时间对莽草酸含量的影响。结果　莽草酸在１０．０２～１００．２ｍｇ·Ｌ－１（ｒ＝０．９９９５）范围内与峰面积呈良好的线性
关系；平均加样回收率为９９．５％，ＲＳＤ＝１．９３％（ｎ＝６）。以水为提取溶剂，正交试验提取条件为料液比１∶５０，超声功率２００Ｗ，
提取４５ｍｉｎ；以甲醇为提取溶剂，正交试验结果为料液比１∶５０，甲醇浓度４０％，超声功率５００Ｗ，超声时间４５ｍｉｎ为最佳。此
条件下测得莽草酸的平均含量分别为３６．３８、３８．６６ｍｇ·ｇ－１。结论　最佳提取工艺为４０％甲醇为提取溶剂，料液比１∶５０，超
声功率５００Ｗ，超声时间４５ｍｉｎ，所建立的含量测定方法稳定可靠，可用于提取和测定“武当松针茶”中莽草酸的含量。
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　　“武当松针茶”是以武当山区天然优质的松科
植物马尾松 Ｐｉｎｕｓｍａｓｓｏｎｉａｎａ的松针为主要原料，
结合现代先进生产技术精制而成。该产品由湖北

武当生物医药科技有限公司生产，于２０１１年９月上
市（湖北省技术监督局批准生产，批准文号

ＱＳ４２０３１４０２００７９）。
马尾松药用的代表部位是松针，其药用成分高

于马尾松的其他部位，含有大量黄酮类、莽草酸、木

质素、多种维生素等，研究表明松针提取物具有抗

氧化、抗突变、降血糖、降血脂等多种功能［１３］。其

中莽草酸是各种芳香族化合物的来源，其通过影响

花生四烯酸的代谢，可作为抗癌和抗病毒药物的中

间体，不仅能抑制动静脉血栓、脑血栓的形成，还能

抑制血小板聚集，具有抗炎、镇痛和抗人类免疫缺
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陷病毒（ＨＩＶ）等作用［４５］。笔者查阅国内外相关文

献［６８］，分别以甲醇和水为提取溶剂，通过正交试
验确定其优化提取条件，并采用反相高效液相色谱

法对“武当松针茶”中莽草酸进行含量测定，以期完

善其质量标准提供技术依据。

１　材料
１．１　仪器　ＵｌｔｉＭａｔｅ３０００高效液相色谱仪（ＤＩ
ＯＮＥＸ）；ＫＱ５００ＤＥ型数控超声波清洗器（功率
２００～５００Ｗ，频率４０ｋＨｚ，昆山市超声仪器有限公
司）；ＦＷ１００型高速万能粉碎机［额定频率（５０±１）
Ｈｚ，天津市泰斯特仪器有限公司］；ＭＥＴＴＬＥＲＴＯ
ＬＥＤＯ十万分之一电子分析天平；ＧＺＸＤＨ４０Ｘ４５
型电热恒温干燥箱（上海跃进医疗器械厂）。

１．２　试药　“武当松针茶”（湖北武当生物医药科
技 有 限 公 司 生 产，批 号 ２０１５０９２１、２０１５１１２、
２０１６０１１８；莽草酸对照品（中国食品药品检定研究
院，批号１０００８１２００９０７）；乙腈（色谱纯）、甲醇（色
谱纯）均购自天津市科密欧化学试剂有限公司；磷

酸（分析纯）、甲醇（分析纯）均购自武汉市中天化工

有限责任公司。

２　方法与结果
２．１　含量测定方法学研究
２．１．１　溶液的制备　（１）对照品溶液：精密称取莽
草酸对照品５０．１０ｍｇ，置５０ｍＬ棕色瓶中，加４０％甲
醇溶液制成浓度为１．００２ｇ·Ｌ－１对照品储备液，用封
口膜封上，置４℃冰箱中备用；精密吸取上述储备液
１．０ｍＬ，置５０ｍＬ量瓶中，用４０％甲醇溶液稀释至刻
度，摇匀，得浓度为 ２０．０４ｍｇ·Ｌ－１莽草酸对照品
溶液。

（２）供试品溶液：供试样品的处理方法即提取
工艺，均为后述正交试验结果所确定：取松针茶于

４０℃鼓风干燥１２ｈ，粉碎，过６０目筛，精密称取上
述松针茶粉末１ｇ，置具塞锥形瓶中，精密移取４０％
甲醇４０ｍＬ加入，称量，超声处理［功率５００Ｗ，频率
４０ｋＨｚ，超声温度（４０±１）℃］４５ｍｉｎ，放冷，再称
量。用４０％甲醇补足减少的重量，摇匀。用 ０．２２
μｍ的过滤头过滤，弃去初滤液，取续滤液，即得。
２．１．２　色谱条件与方法学考察　（１）色谱条件：
色谱柱：ＦｏｒｔｉｓＸｉＣ８（２５０ｍｍ×４．６０ｍｍ，５μｍ）；流
动相：乙腈０．４％磷酸水溶液（９∶９１，Ｖ／Ｖ）；流速：
０．８ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长：２１３ｎｍ；柱温：３０℃；进
样量：２０μＬ。

（２）系统适应性试验：在前述色谱条件下，分
别进样前述对照品溶液和稀释了５０倍的供试品溶

液，色谱图见图 １。结果：莽草酸的保留时间约为
４．４ｍｉｎ；莽草酸色谱峰的理论塔板数均不低于
６０００，各色谱图中莽草酸峰的 ＤＡＤ匹配值均不低
于９９９．９５，莽草酸与相邻色谱峰的分离度均大于
２．５，说明样品中的莽草酸均与相邻的杂质色谱峰
达到了基线分离。

Ａ．对照品

Ｂ．供试品

图１　莽草酸高效液相色谱图

　　（３）线性关系考察：精密吸取前述莽草酸对照
品储备液（１．００２ｇ·Ｌ－１）各 ０．５、１．０、２．０、３．０、
４．０、５．０ｍＬ，分置５０ｍＬ容量瓶中，制成浓度分别
为 １０．０２、２０．０４、４０．０８、６０．１２、８０．１６、１００．２
ｍｇ·Ｌ－１的莽草酸对照品溶液，按前述色谱条件依
次进样，记录各自峰面积。以峰面积为纵坐标（Ｙ），
进样浓度为横坐标（Ｘ），绘制标准曲线，得回归方程
Ｙ＝１．３９３４Ｘ＋１．７３１５（ｒ＝０．９９９５），结果表明
莽草酸在１０．０２～１００．２ｍｇ·Ｌ－１范围内与其峰面
积呈良好的线性关系。

（４）精密度试验：精密吸取前述莽草酸对照品
溶液（２０．０４ｍｇ·Ｌ－１）２０μＬ注入液相色谱仪，重复
进样６次，记录每次峰面积，结果莽草酸峰面积的
ＲＳＤ为０．８７％ （ｎ＝６），表明所用高液相色谱仪的
精密度良好。

（５）稳 定 性 试 验：精 密 称 取 同 一 批 号
（２０１５１１２２）的“武当松针茶”干燥粉末（过 ６０目
筛），按前述方法制备的供试品，分别每隔４ｈ进样
１次，共进样７次，记录峰面积，结果莽草酸峰面积
的ＲＳＤ为１．２２％ （ｎ＝７），表明在２４ｈ内供试品溶
液稳定。

（６）重 复 性 试 验 ：精 密 称 取 同 一 批 号
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表１　回收率试验结果（ｎ＝６）

取样量／ｇ 样品含量／ｍｇ 加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

０．１０２２ ３．９５１ ４．００８ ７．８７０ ９７．８

０．１０２４ ３．９５８ ４．００８ ７．８７１ ９７．６

０．１０３８ ４．０１２ ４．００８ ８．１２５ １０２．６

０．１０１５ ３．９２４ ４．００８ ７．８９９ ９９．２

０．１０２５ ３．９６２ ４．００８ ８．００７ １００．９

０．１０３９ ４．０１７ ４．００８ ７．９８１ ９８．９

９．５ １．９

（２０１５１１２２）的“武当松针茶”干燥粉末（过６０目筛）
６份，分别按前述方法平行操作，制备成供试品溶
液，按前述色谱条件分别进样，记录峰面积，结果莽

草酸峰面积的 ＲＳＤ值为１．８５％（ｎ＝６），表明用上
述方法测定莽草酸含量时，重复性较好。

（７）回收率试验：精密称取批号为２０１５１１２２的
“武当松针茶”干燥粉末（莽草酸含量 ３８．６６
ｍｇ·ｇ－１）６份，每份约０．１ｇ，精密称定，分别精密加
入前述莽草酸对照品储备液（１．００２ｇ·Ｌ－１）各
４．０ｍＬ，加４０％甲醇各４．０ｍＬ，按前述方法制备供
试品溶液并测定，结果见表１。
２．２　提取工艺优选　本试验采用超声法分别以甲
醇和水为提取溶剂，提取“武当松针茶”中莽草酸，

在固定超声频率为４０ｋＨｚ，超声温度为（４０±１）℃
条件下进行单因素试验，初步考察料液比、超声时

间、超声功率对其提取的影响［９１１］。

２．２．１　以水为提取溶剂提取工艺筛选　（１）单因
素试验。①料液比对提取的影响：固定超声功率
５００Ｗ，超声３０ｍｉｎ，改变水的用量（２０、３０、４０、５０、
６０倍），考察对莽草酸提取效果的影响。结果料液
比１∶５０莽草酸含量最高。② 超声时间对提取的影
响：固定超声功率５００Ｗ，料液比１∶５０，改变超声时
间（１５、３０、４５、６０、７５、９０ｍｉｎ），考察对莽草酸提取效
果的影响。结果表明，超声 ４５ｍｉｎ莽草酸含量最
高。③ 超声功率对提取的影响：固定超声时间４５
ｍｉｎ，料液比１∶５０，改变超声功率（２００、３００、４００、５００
Ｗ）对莽草酸提取的影响，结果表明超声功率为３００
和４００Ｗ时，莽草酸含量最高。

（２）正交试验。①正交试验参数：取“武当松针
茶”样品（批号 ２０１５１１２２）０．５ｇ，采用正交试验
Ｌ９（３

４）中的各因素、水平进行莽草酸的超声水提取

工艺研究，以莽草酸的含量为评价指标，其中，Ｋ１、
Ｋ２、Ｋ３分别表示列上水平号为１、２、３时所对应的试
验结果之和，Ｒ表示极差。正交试验设计表见表２。
②正交试验结果：试验结果见表３。根据极差 Ｒ值
直接分析：“武当松针茶”中莽草酸以水为提取溶剂

的最佳工艺组合为Ａ２Ｂ２Ｃ１，极差Ｒ大小为Ｂ＞Ａ＞

Ｃ，说明超声时间对松针茶中莽草酸提取影响最大，
其次为水的用量和超声功率。经方差分析表明 Ａ、
Ｂ、Ｃ三因素影响均不明显（Ｐ＞０．０５）。最终确定的
最佳提取工艺为：加 ５０倍量的水，超声（功率
２００Ｗ）提取４５ｍｉｎ［超声频率为４０ｋＨｚ，超声温度
为（４０±１）℃］。

表２　 Ｌ９（３
４）正交试验因素水平表

水平
因素

Ａ（料液比） Ｂ（超声时间／ｍｉｎ） Ｃ（超声功率／Ｗ）

１ １∶４０ ３０ ２００

２ １∶５０ ４５ ３５０

３ １∶６０ ６０ ５００

表３　正交试验结果（ｎ＝３）

试验号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ（误差）

莽草酸含量

／ｍｇ·ｇ－１

１ １ １ １ １ ３１．４９

２ １ ２ ２ ２ ３２．０６

３ １ ３ ３ ３ ３０．３４

４ ２ １ ２ ３ ３４．３３

５ ２ ２ ３ １ ３３．０１

６ ２ ３ １ ２ ３０．３９

７ ３ １ ３ ２ ３１．００

８ ３ ２ １ ３ ３５．６０

９ ３ ３ ２ １ ３０．５７

Ｋ１ ３１．２９７ ３２．２７３ ３２．４９３ ３１．６９０

Ｋ２ ３２．５７７ ３３．５５７ ３２．３２０ ３１．１５０

Ｋ３ ３２．３９０ ３０．４３３ ３１．４５０ ３３．４２３

极差Ｒ １．２８０ ３．１２４ １．０４３ ２．２７３

２．２．２　以甲醇为提取溶剂提取工艺筛选　（１）单
因素试验。①甲醇浓度对提取的影响：固定料液比
（１∶４０）、超声功率（５００Ｗ）、超声时间（３０ｍｉｎ），分
别采用不同浓度的甲醇（３０％、４０％、５０％、７０％、
８０％）考察对松针茶中莽草酸的提取效果，结果当
采用４０％甲醇提取时，莽草酸含量最高。②料液比
对提取的影响：固定超声功率（５００Ｗ）、超声时间
（３０ｍｉｎ），采用４０％甲醇为提取溶剂，考察不同的
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料液比（１∶３０，１∶４０，１∶５０，１∶６０，１∶７０）对松针茶中莽
草酸提取效果，结果当料液比为１∶５０时，莽草酸含
量最高。③超声功率对提取的影响：采用４０％甲
醇为提取溶剂，固定超声时间（３０ｍｉｎ）、料液比
（１∶５０），改变超声功率（２００、３００、４００、５００Ｗ）对松
针茶中莽草酸提取的影响，结果当超声功率为３００、
４００Ｗ时，莽草酸含量最高。④超声时间对提取的
影响：采用 ４０％甲醇为提取溶剂，固定超声功率
（３５００Ｗ）、料液比（１∶５０），改变超声时间（１５、３０、
４５、６０、７５ｍｉｎ）对松针茶中莽草酸提取的影响，结果
表明，超声４５ｍｉｎ莽草酸含量最高。

（２）正交试验。①正交试验参数：取武当松针
茶样品（批号２０１５１１２２）０．５ｇ，以莽草酸的含量为
评价指标，采用正交试验 Ｌ９（３

４）中的各因素、水平

进行莽草酸的超声水提取工艺研究。正交试验设

计表见表４。②正交试验结果：试验结果见表５。根
据极差Ｒ值可以看出，各因素影响力大小的排序为
Ａ＞Ｄ＞Ｃ＞Ｂ，综合各因素的 Ｋ值和直观比较，得
出：松针茶中莽草酸以甲醇为提取溶剂时，最佳工

艺组合为Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ２；经方差分析表明 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ四
因素影响均不明显（Ｐ＞０．０５）。最终确定的最佳提
取工艺为：加 ５０倍量的 ４０％甲醇，超声（功率为
５００Ｗ）提取４５ｍｉｎ［超声频率为４０ｋＨｚ，超声温度
为（４０±１）℃］。

表４　Ｌ９（３
４）正交试验因素水平表

水平

因素

Ａ

（料液比）

Ｂ

（甲醇浓度／％）

Ｃ

（超声功率／Ｗ）

Ｄ

（超声时间／ｍｉｎ）
１ １∶４０ ３０ ２００ ３０
２ １∶５０ ４０ ３５０ ４５
３ １∶６０ ５０ ５００ ６０

表５　正交试验结果（ｎ＝３）

试验号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ（误差）

莽草酸含量

／ｍｇ·ｇ－１

１ １ １ １ １ ３１．３１
２ １ ２ ２ ２ ３２．１８
３ １ ３ ３ ３ ２９．２５
４ ２ １ ２ ３ ３３．３０
５ ２ ２ ３ １ ３８．６１
６ ２ ３ １ ２ ３７．７７
７ ３ １ ３ ２ ３４．７９
８ ３ ２ １ ３ ３２．５５
９ ３ ３ ２ １ ３１．１５
Ｋ１ ３０．９１３ ３３．１３３ ３３．８７７ ３３．６９０
Ｋ２ ３６．５６０ ３４．４４７ ３２．２１０ ３４．９１３
Ｋ３ ３２．８３０ ３２．７２３ ３４．２１７ ３１．７００
极差Ｒ ５．６４７ １．７２４ ２．００７ ３．２１３

２．２．３　验证试验　为进一步考察上述最佳提取工
艺的稳定性，选用上述优化提取条件，精密称取松

针茶粉末约１ｇ共６份，３份各加５０ｍＬ水，超声（功
率２００Ｗ）提取 ４５ｍｉｎ；另 ３份各加 ４０％甲醇
５０ｍＬ，超声（功率５００Ｗ）提取４５ｍｉｎ。上述超声
频率均为 ４０ｋＨｚ，超声温度均为（４０±１）℃。结
果，分别以水和甲醇为提取溶剂时 ＨＰＬＣ测得莽草
酸的平均含量分别为 ３６．３８、３８．６６ｍｇ·ｇ－１（ｎ＝
３），均处于各自正交试验的较高水平，说明上述正
交试验所选择的工艺条件是适宜的。由于以甲醇

为提取溶剂时的验证结果高于以水为提取溶剂的

验证结果，故本试验样品制备采用：加 ５０倍量的
４０％甲醇，超声（功率为５００Ｗ）提取４５ｍｉｎ［超声
频率为４０ｋＨｚ，超声温度为（４０±１）℃］。
２．２．４　样品含量测定　分别取批号为２０１５０９２１、
２０１５１１２２、２０１６０１１８的“武当松针茶”干燥粉末（过
６０目筛）各３份，按上述验证的适宜条件：料液比１∶
５０（４０％甲醇溶液），超声（功率为 ５００Ｗ）提取
４５ｍｉｎ［超 声 频 率 为 ４０ ｋＨｚ，超 声 温 度 为
（４０±１）℃］。并分别按“２．２．１”项下色谱条件测
定莽草酸的峰面积，并按标准曲线法计算莽草酸的

含量。结果为（３８．５７±０．０９）ｍｇ·ｇ－１。
３　讨论

在选择提取溶剂时，由于莽草酸极性较大，选

取水和不同浓度的甲醇分别通过正交优化提取条

件，虽然以水为溶剂时，莽草酸含量最高达 ３６．３８
ｍｇ·ｇ－１，只稍低于以甲醇为提取溶剂时（莽草酸最
高含量：３８．６６ｍｇ·ｇ－１），但水提液杂质较多，不利
于后期样品的色谱分离，最终选择４０％甲醇为提取
溶剂。

本试验过程中比较了 ＦｏｒｔｉｓＸｉＣ８（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）柱和 ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＣ１８（２５０ｍｍ
×４．６０ｍｍ，５μｍ）柱，前者的分离效果高于后者，
可能是由于 Ｃ８柱的极性高于 Ｃ１８柱，对于分离莽草
酸这样极性较大的物质，Ｃ８柱保留能力比 Ｃ１８柱的
强，故本试验优选前者作为检测色谱柱。由 Ｕｌｔｉ
ｍａｔｅ３０００二极管阵列检测器对莽草酸色谱峰的紫
外扫描图谱得知：莽草酸的最大吸收波长约为：

（２１３±０．２）ｎｍ，故该试验将莽草酸的检测波长定
为２１３ｎｍ。选择流动相时，比较了甲醇０．０５％、
０．１％、０．２％、０．４％磷酸溶液系统和乙腈０．０５％、
０．１％、０．２％、０．４％磷酸溶液系统，最终选择乙腈
０．４％磷酸溶液作为本试验的流动相系统，因此系
统的稳定性、色谱峰的分离效果、峰形及柱效均

较高。
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