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� � [摘要 ] � 目的 � 建立同时测定总状土木香药材中 3个倍半萜类同分异构体的高效液相方法。方法 � 采用 Ag ilent Zo rbax

XDB�C18 co lumn ( 250 mm � 4. 6 mm, 5 �m ) ;流动相: 55%乙腈和 45%水等度洗脱; 流速 1m l/m in;检测波长 210 nm。结果 � 总

状土木香药材中 3个倍半萜类同分异构体 Igalane、异土木香内酯和土木香内酯分别在 17. 40~ 1 740. 00、21. 20~ 2 120. 00和

20. 40~ 2 040. 00 �g /m l的浓度范围内呈良好的线性关系,最低检测限分别为 0. 087、0. 042和 0. 041 �g /m l。重复性、稳定性

的 RSD 均小于 2. 85% ; 各成分平均回收率均小于 104. 43% , RSD < 1. 20%。结论 � 该方法快速简便、准确可靠,各主要化学成

分均能达到基线分离 ,适用于总状土木香药材的质量控制。另外, 本实验采用液相半制备得到了两个倍半萜类同分异构体,

并对它们的结构进行了鉴定。
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Determ ination and structural elucidation of sesquiterpene lactones from Inula
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[ Abstract] � Objective� To estab lish a m ethod of HPLC for the simu ltaneous quan tification o f three sesquiterpene lac tones in

Inula racem osa. M ethods� Ag ilent Zo rbax XDB�C18 co lumn ( 250 mm � 4. 6 mm, 5 �m ) w as uesed w ith a mob ile phase consists of

55% acetonitrile and 45% wa ter, at a flow rate o f 1. 0 m l/m in, and detec tion w ave leng th o f 210 nm. R esu lts� Three sesquiterpene

lactones in Inula racem osa H ook. .f , nam e ly ig alane ( 1), isoa lanto lactone ( 2) and alantolactone ( 3 ) has good linear re lation in

17�40~ 1 740. 00, 21. 20~ 2 120. 00, 20. 40~ 2 040. 00 �g /m l w ith the low est de tection lim it o f 0. 087, 0. 042, 0. 041 �g /m l re�

spectively. TheRSD o f repeatab ility and stability w ere a ll less than 2. 85% . The average recove ry rate o f there constituents we re all

less than 104. 43% w ith RSD less than< 1. 20% . Conc lusion� Them ethod was rap id, accura te, re liab le and could be su itab le as a

qua lity contro lm ethod fo r I. racem osa. Two m ino r isome rs from I. racem osa were iso la ted by sem i�preparativ eHPLC wh ich structu res

w ere elucidated on the basis of NM R ana ly sis.

[ Key words] � Inula racem osa; sesqu iterpene lactone; iga lane; isoalantolactone; a lanto lactone; H PLC; isom er

� � 菊科旋复花属植物总状土木香 Inu la racemosa

H ook. .f的根为常用藏药, 又名藏木香, 或玛奴巴

扎,传统藏医理论认为其味甘、苦、辛, 化味甘酸,可

用于治疗血热和痰热等症, 还可用于治疗消化系统

以及心血管系统疾病
[ 1]
。在临床上, 藏木香经常和

其它一些药物合用用于治疗消化系统疾病
[ 2]
。现

代研究发现该药材的提取物以及其中的化合物具有

心血管、抗糖尿病、抗过敏以及抗真菌等活性
[ 3 ]
。

而倍半萜内酯类成分是总状土木香中的指标性成

分
[ 4]

,近年来大量研究结果显示该类成分具有多种

令人感兴趣的生物活性
[ 3 ]
。因此对总状土木香中

的倍半萜内酯类成分进行深入的分析研究具有重要

意义。

迄今为止虽有学者采用气相色谱 ( GC )
[ 5~ 7]
、毛

细管电泳 ( CE )
[ 8 ]
以及 H PLC

[ 4]
等方法对总状土木

香药材中的倍半萜类成分进行了分析,但仅是针对

药材中一种或者两种成分进行测定, 不能完全反应

药材的本质。因此本研究在对总状土木香药材的化

学成分进行系统研究的基础上并结合相关文献, 采

用高效液相色谱法 (H PLC )对药材当中所有色谱峰

进行分析,确定了同时测定 3个主要活性成分土木

香内酯 ( a lanto lactone)、异土木香内酯 ( isoalanto lac�
tone)以及 igalane含量的方法,同时对另外两个难以

分离的同分异构体 a lloanto lactone和 dugesia lactone
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进行了指认,该 5个倍半萜内酯类化合物互为同分

异构体。

1� 仪器与试药

总状土木香药材: 2007年至 2008年间在河北、

安徽、四川、上海、青海和西藏等地多个省、直辖市、

自治区收集了 13份总状土木香药材 (表 5) ,经上海

交通大学药学院李晓波教授鉴定为菊科植物总状土

木香 ( I. racemosa )的干燥根, 凭证标本保存在上海

交通大学药学院。

HPLC级乙腈, H PLC级甲醇, 均购于上海星可

生化有限公司;去离子水经 M illi�Q水纯化系统获得
(M illipore, MA, USA ); 其它实验所需化学试剂均为

分析纯,购于上海国药集团。

土木香内酯、异土木香内酯以及 igalane为本实

验室从总状土木香 ( Inula racemosa H ook. .f )药材

中获得。

高效液相设备为安捷伦 1200高效液相系统 (自

动进样器 ), 检测器为 DAD检测器。色谱柱为安捷

伦 E clipse XDB�C18液相色谱柱 ( 250 mm � 4. 6 mm,

5 �m ), 预柱为 A lltech B rava C18 �BDS ( 12. 5 mm �

4. 6 mm, 5 �m )。

2� 方法与结果

2. 1� 对照品及标准液制备 � 将购于四川省德格

县藏医院的干燥土木香药材 ( 5号样品 ) 5 kg粉碎

后用 95%的热回流提取 3次, 每次 2 h, 将提取液

滤过后回收至无醇味的流浸膏, 将流浸膏用氯仿

萃取。收集合并氯仿层得氯仿部位。将氯仿部位

( 46 g )拌样后过 100~ 200目硅胶柱进行分离, 洗

脱剂为石油醚 ( 60~ 90  ) �丙酮 ( 100� 1~ 1� 1,

v /v)进行梯度洗脱。将石油醚 �丙酮 = 100� 3馏

分合并后过硝酸银硅胶柱 ( 10% A gNO 3, 200~ 300

目 ) ,洗脱剂为石油醚 �丙酮 ( 100� 2~ 100� 20, v /

v) ,得 3个片段。

片段 1拌样后经硝酸银硅胶柱层析, 石油醚

( 60~ 90  ) �丙酮 ( 100� 2, v /v)溶剂系统进行洗

脱,得土木香内酯 ( 800 m g )。片段 2拌样后经硝酸

银硅胶柱层析, 洗脱剂为石油醚 ( 60~ 90  ) �丙酮
( 100� 3, v /v ), 得异土木香内酯 ( 900 m g)。片段 3

经半制备 H PLC进行分离, 流动相为 ( CH 3OH �H2O

= 40� 60( v /v) ) ,得 iga lane ( 100 m g)。

3个对照品的纯度经高效液相检测后纯度均 >

98%,将 3个对照品的
1
H NMR与

13
C NMR数据与

相关参考文献
[ 9, 10]
对照后确定其结构分别为土木香

内酯、异土木香内酯以及 igalane。结构式见图 1。

图 1� 对照品的结构式

分别精密称取对照品 iga lane ( 1) 17. 4 m g、异土

木香内酯 ( 2) 21. 2 mg和土木香内酯 ( 3) 20. 4 mg,均

以甲醇溶解并定容于 10 m l量瓶中,摇匀, 将对照品

溶液逐级稀释,分别配制成浓度为 17. 40~ 1 740. 00、

21. 20~ 2 120. 00和 20. 40~ 2 040. 00 �g /m l的 iga�
lane、异土木香内酯和土木香内酯标准液。

将上述对照品溶液进样建立标准曲线,每个浓

度进样 3次,进样量为 10 � ,l以峰面积为纵坐标,浓

度为横坐标,线性回归, 建立标准曲线。

2. 2� 提取工艺的优化 � 依次对提取方式 (热回流

和超声提取 )、溶剂量 ( 25倍量和 50倍量 )、提取溶

剂 ( 100%甲醇、80%甲醇、60%甲醇和 40%甲醇 )以

及提取时间 ( 15、30、45和 60 m in)进行了考察,结果

显示最优提取条件为超声提取,提取溶剂选择 25倍

量 100%甲醇,提取时间为 45 m in。

2. 3� 样品液的制备 � 取 10 g土木香药材样品, 粉

碎后过 20~ 40目筛,精密称取药材粉末 1. 0 g置于

具塞三角烧瓶中, 加入 2 5 m l甲醇,称定重量后超声

提取 45 m in。提取完毕提取液冷却 15 m in后称定

重量,加入甲醇补足重量,摇匀并静置。抽取上清液

经 0. 2 �m滤膜 (津腾,中国 )滤过后待测。

2. 4� 高效液相色谱方法及系统适应性试验 � 采
用甲醇 �水系统、乙腈�水系统以及乙腈�水 (含酸 )

系统做为流动相分别进行考察, 结果流动相为乙

腈 �水系统时则可达到理想的分离效果。实验中还
发现流动相的 pH值对于样品液中 3个待测成分

色谱峰分离度以及峰型没有影响。另外通过 DAD

确定当检测波长为 210 nm时 3个待测成分均具有

较大吸收, 因此确定 H PLC方法为流动相为 55%

乙腈 �45%水, 柱温为 40  , 流速为 1. 0 m l/m in, 检

测波长为 210 nm。

2. 5� 方法学
2. 5. 1� 线性、检测限和定量限的确定 � 以峰面积为

纵坐标, 12个不同的样品浓度为横坐标, 进行线性

回归确定标准曲线, 结果见表 1。所有对照品的线

性回归系数均大于 0. 999 9( r
2
> 0. 999 4) ,说明标

准曲线的线性良好, 3个化合物的最低检测限
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( LOD; S /N = 3 )见表 1。 3个对照品最低定量限

( LOQ, S /N = 10)分别为 igalane( 1) 0. 187 �g /m l、异

土木香内酯 ( 2) 0. 336 �g /m l和土木香内酯 ( 3 )

0�123 �g /m ,l标准品混标色谱图见图 2。

表 1� 总状土木香中 3个化合物的标准曲线 ( n= 3)

化合物 回归方程 r2 线性范围 (�g /m l) 最低检测限 ( �g/m l)

1 Y= 20. 046 6X + 56. 88 0. 999 9 17. 40 ~ 1 740. 00 0. 087

2 Y= 21. 660 2X + 238. 64 0. 999 4 21. 20 ~ 2 120. 00 0. 042

3 Y= 23. 579 7X + 177. 59 0. 999 8 20. 40 ~ 2 040. 00 0. 041

注: Y�峰面积; X �化合物浓度 ( �g /m l)

图 2� 对照品混标液相色谱图
1�igalane; 2�异土木香内酯; 3�土木香内酯;

2. 5. 2� 重现性考察 � 通过日内重现性以及日间
重现性来考察该质量测定方法的重现性。精密称

取 5份药材样品,每份 1. 0g,采用前述方法进行提

取, 吸取适量样品提取液并稀释成 3个浓度, 分别

进行测定。将样品液在一日内连续重复进样 3

次, 测定峰面积, 计算 igalane ( 1 )、异土木香内酯

( 2)和土木香内酯 ( 3 )的日内峰面积 RSD值。再

将样品液每日进样一次, 连续重复 3 d, 计算的日

间峰面积 RSD值,结果见表 2。结果显示三个对照

品的日内和日间峰面积的 RSD值均小于 2. 85%,

具有良好的重现性。

表 2� 3个对照品日内 ( n= 3)与日间 ( n = 5)重现性结果

化合物 浓度 ( �g/m l)
RSD ( % )

日间 ( n= 5) 日内 ( n= 3 )

igalane 348. 00 2. 65 1. 21

696. 00 0. 87 1. 55

1 392. 00 0. 09 1. 31

异土木香内酯 424. 00 2. 85 1. 16

848. 00 0. 81 1. 82

1 696. 00 0. 12 1. 39

土木香内酯 408. 00 2. 50 0. 97

816. 00 0. 81 1. 33

1 632. 00 0. 09 1. 12

2. 5. 3稳定性考察 � 取 iga lane ( 1)、异土木香内酯

( 2)和土木香内酯 ( 3)对照品混合溶液,于配制后的

0、4、8、12、24、48 h测定,其峰面积积分值的 RSD值

均小于 1. 29%,表明在 48 h内稳定 (表 3)。

2. 5. 4� 精密度和准确度考察 � 取 3个对照品的混

标液连续重复进样 6次, 测定峰面积,计算峰面积的

RSD值, 结果显示土木香内酯、异土木香内酯和 iga�
lane的 RSD值分别为 0. 10%、0. 11%和 0. 11%, 表

明该方法的精密度良好。

表 3� 3个对照品稳定性实验结果 ( n= 6)

iga lane

峰面积 ( mAU ) RSD

异土木香内酯

峰面积 ( mAU ) RSD

土木香内酯

峰面积 (mAU) RSD

0 h 704. 15 4 549. 78 4 623. 43

4 h 701. 90 4 427. 00 4 562. 88

8 h 700. 20 0. 43% 4 394. 10 1. 29% 4 532. 53 0. 76%

12 h 707. 26 4 433. 95 4 574. 43

24 h 702. 02 4 395. 08 4 526. 08

48 h 707. 42 4 431. 13 4 563. 87

� � 采用回收率实验来进一步评估该含量测定方法

的准确性,精密称定 3份已知含量的总状土木香药

材 1. 0 g, 定量加入比例为 50%、100%和 200%的

iga lane( 1)、异土木香内酯 ( 2)和土木香内酯 ( 3)对

照品, 按前述方法提取并进行高效液相测定,每份样

品进样 3次,结果见表 4。 3个对照品的平均回收率

为 96. 60% ~ 104. 43%, RSD均小于 1. 20%, 结果表

明该方法是准确的。

2. 6� 总状土木香药材样品分析 � 将所收集到的 13

份总状土木香药材样品按前述方法进行了提取和测

定, 每份样品进样 3次, 检测结果见表 5, 样品的代

表色谱图 ( 3号样品 )见图 3。
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表 4� 加样回收率实验结果 ( n= 3)

化合物
加入量

( �g /m l)

检测量

( �g /m l)

回收率

(% )

RSD

%

igalan e 45. 40 47. 28 104. 13 0. 22

90. 80 94. 02 103. 55 1. 20

181. 60 189. 43 104. 31 0. 16

异土木香内酯 243. 50 249. 00 102. 26 0. 21

487. 00 508. 57 104. 43 0. 48

974. 00 994. 84 102. 14 0. 07

土木香内酯 219. 00 215. 61 98. 45 0. 21

438. 00 438. 48 100. 11 0. 91

876. 00 846. 22 96. 60 0. 09

表 5� 总状土木香药材中 3种成分

� 含量测定结果 ( n= 3, mg / g)

编号 产地 igalane 异土木香内酯 土木香内酯

1 西藏 3. 159 ! 0. 011 15. 428 ! 0. 044 16. 064 ! 0. 028

2 四川 1. 532 ! 0. 009 11. 958 ! 0. 048 10. 435 ! 0. 013

3 四川 3. 329 ! 0. 013 13. 157 ! 0. 015 15. 715 ! 0. 032

4 青海 1. 673 ! 0. 011 17. 463 ! 0. 013 14. 909 ! 0. 026

5 河北 2. 244 ! 0. 001 13. 281 ! 0. 006 11. 757 ! 0. 005

6 河北 5. 331 ! 0. 007 22. 676 ! 0. 021 21. 407 ! 0. 016

7 西藏 5. 316 ! 0. 051 22. 743 ! 0. 015 21. 850 ! 0. 001

8 河南 2. 115 ! 0. 002 7. 110 ! 0. 008 8. 731 ! 0. 032

9 河北 2. 847 ! 0. 003 13. 666 ! 0. 013 11. 853 ! 0. 015

10 河北邯郸 2. 508 ! 0. 012 12. 212 ! 0. 065 12. 399 ! 0. 074

11 河北保定 2. 417 ! 0. 003 10. 075 ! 0. 032 12. 289 ! 0. 010

12 河北安国 2. 486 ! 0. 019 11. 614 ! 0. 067 12. 011 ! 0. 073

13 河北 3. 664 ! 0. 001 18. 242 ! 0. 010 16. 456 ! 0. 017

图 3� 总状土木香根的 H PLC图谱

2. 7� 同分异构体的分离鉴定 � 由图 3可以看到在

总状土木香药材样品的 HPLC图谱上约 21 m in处

有一组未能完全分离的色谱峰 4, 其中包含有两个

色谱峰 4�1和 4�2(图 4)。经多种尝试 (不同的色谱

柱以及不同的色谱条件 )后, 仍无法达到基线分离,

故未对其进行定量。

为明确 Peak4峰的组成,对该色谱峰进行了液相

制备, 从中分离得到了两个化合物并进行了结构鉴

定,结合文献
[ 9~ 12]

,化合物 4�1鉴定为 alloantolactone,

化合物 4�2鉴定为 dugesia lactone,结构式见图 5。

3� 讨论

在方法学研究中,本课题首先对于药材提取方

法进行了研究,从提取方式、提取溶剂及倍量和提取

时间等方面进行考察,确定了最优的药材提取方法

为 25倍量甲醇超声提取 45 m in。对活性成分含量

测定的方法进行了方法学考察, 分别对方法的线性

范围、最低定量限、最低检测限、精密度、准确性、重

现性和稳定性等方面进行了考察, 综合研究的结果

发现该方法简单、快速、准确, 适合应用同时测定总

状土木香药材中的 3种活性成分的含量。这是首次

对于总状土木香药材中 3种活性成分同时进行含量

测定的研究,实验结果显示, 该方法可用于总状土木

香药材的质量控制。

由结果可知不同采集地中总状土木香中 3个待

测成分 igalane( 1) ,异土木香内酯 ( 2)和土木香内酯

( 3)的含量变化较大, 其中 iga lane的含量从 1. 532

~ 5. 331 m g /g, 异土木香内酯的含量从 7. 110 ~

22�743 m g /g, 土木香内酯的含量从 8. 731~ 21. 850

m g /g之间变化,说明不同产地总状土木香中 3个待

测成分含量差别非常明显, 若以 3个待测成分的总

含量计算,最高的为购买于西藏的总状土木香饮片,

达到 49. 909 mg /g。并且该种药材粉碎后其中的 3

种有效成分的含量随时间的推移会大幅减少, 因该

种药材应尽量以原药材形式保存, 并且应保持较低

的温度与湿度。
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