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电子束辐照对诃子中主要活性成分及灭菌效果的影响*

汪慧慧 1，2，3，谢和兵 3，4，尼玛次仁 4，张国庆 2，伍 丽 1，5，王彩芬 5，张继稳 1，5△

（1. 江西中医药大学药学院，江西 南昌 330004； 2. 江苏云视药物科技有限公司，江苏 南通 226133；
3. 江苏省南通市海门长三角药物高等研究院，江苏 南通 226133； 4. 西藏神猴药业有限责任公司，西藏

日喀则 857000； 5. 中国科学院上海药物研究所，上海 201210）
摘要：目的 探讨电子束辐照对诃子灭菌效果及主要活性成分的影响。方法 采用 0，2，4，6，8，10 kGy不同辐照剂量对诃子粉末进行

电子束辐照灭菌，考察诃子粉末辐照前后的性状、薄层色谱图、高效液相色谱指纹图谱、微生物数量，测定其中没食子酸、柯里拉京、鞣

花酸 3种主要活性成分的含量。结果 经不同辐照剂量灭菌后，诃子的性状、薄层色谱图、高效液相色谱指纹图谱均无明显变化，诃子

的主要活性成分没食子酸、柯里拉京和鞣花酸的含量均无显著差异（P > 0. 05）；当辐照剂量为 4 kGy及以上时，细菌菌落总数、霉菌和

酵母菌菌落总数均小于 200 cfu / g，符合 2020年版《中国药典（四部）》中非无菌产品微生物限度检查的规定。结论 电子束辐照灭菌

对诃子的主要活性成分无明显影响，并在辐照剂量为 4 kGy时达到灭菌要求，适用于诃子粉末的灭菌。

关键词：诃子；电子束辐照灭菌；活性成分；灭菌效果；薄层色谱鉴别；高效液相色谱法；指纹图谱

Effect of Electron Beam Irradiation on Main Active Ingredients and Sterilization Effect of
Terminaliae Chebulae Fructus
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AbstractAbstract：：Objective To investigate the effect of electron beam irradiation on the main active ingredients and sterilization effect of
Terminaliae Chebulae Fructus （TCF）. Methods Electron beam irradiation sterilization was carried out on the TCF powder at
different irradiation doses of 2，4，6，8，and 10 kGy. The properties，thin - layer chromatography（TLC），high - performance liquid
chromatography （HPLC） fingerprints and microbial population of TCF powders were investigated，and the content of three main
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active ingredients （gallic acid，corilagin，and ellagic acid） before and after irradiation was determined. Results After sterilization
with different irradiation doses，there were no significant changes in the properties，TLC，and HPLC fingerprints of TCF. The
properties of main active ingredients，such as gallic acid，corilagine，and ellagic acid showed no significant differences（P > 0. 05）.
When the irradiation dose was 4 kGy or above，the total number of bacterial colonies，mold，and yeast colonies were all lower than
200 cfu / g，which met the requirements for microbial limit testing of non - sterile products in the Chinese Pharmacopoeia（Edition
2020，Volume Ⅳ）. Conclusion Electron beam irradiation sterilization has no significant effect on the main active ingredients of TCF，
and meets the sterilization requirements at an irradiation dose of 4 kGy，which is suitable for the sterilization of TCF powder.
Key wordsKey words：：Terminaliae Chebulae Fructus；electron beam irradiation sterilization；active ingredients；sterilization effect；TLC；HPLC；
fingerprint

藏药诃子为使君子科植物诃子 Terminalia chebula
Retz. 或绒毛诃子Terminalia chebula Retz. var. tomentella
Kurt. 的干燥成熟果实［1］，具有涩肠止泻、敛肺止咳、降

火利咽功效。现代药理学研究表明，诃子具有抗氧

化［2 - 3］、抗肿瘤［4 - 5］、修复肝功能损伤［6 - 7］、抗菌［8］等活

性。在藏医药中，诃子使用频率几乎与汉医方剂中甘草

等同，被视为藏药之王［9］。传统藏成药中诃子多以生药

粉直接入药，微生物水平为重要质控指标。酚酸类物质

为诃子中主要发挥药理作用的成分［10 - 11］，受热不稳

定，在干热、湿热灭菌过程中会发生聚合、水解、氧化等

反应而降低含量，影响药效［12］。目前，藏药企业常用的

热灭菌方式并不适用于诃子的灭菌。电子束辐照灭菌

技术能最大限度地保持中药材的性状、活性成分、药理

作用等［13］。本研究中比较了不同辐照剂量对诃子的性

状，薄层色谱，主要活性成分没食子酸、柯里拉京、鞣花

酸含量，指纹图谱相似度和微生物水平的影响，为藏药

诃子的电子束辐照灭菌技术与标准的制订提供参考。

现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

DZ - 10 / 20型电子加速器（安徽戈瑞电子科技股

份有限公司）；Agilent1260型高效液相色谱仪（安捷伦

科技有限公司）；DHG - 9240A型鼓风干燥箱（上海一恒

科学仪器有限公司）；MSA125P - CE型电子分析天平

（赛多利斯 <北京 >科学仪器有限公司，精度为0. 01 mg）；

1730R型离心机（上海贝晶生物技术有限公司）；SB -
5200DT型超声波清洗机（宁波新芝生物科技股份有限

公司，功率为 120 W，频率为 40 kHz）；KWF - 20型超微

粉碎机（浙江瑞昊机器制造有限公司）；Master - S15UR
型纯水仪（上海和泰仪器有限公司）；N - 1300型旋转蒸

发仪（上海爱朗仪器有限公司）。

1. 2 试药

诃子（西藏神猴药业有限责任公司，批号为20200201），
经西藏神猴药业有限责任公司尼玛次仁副主任药师鉴

定为正品；没食子酸对照品（批号为110831 - 201906，含
量 ≥ 91. 50%），柯里拉京对照品（批号为 111623 -

200302），鞣花酸对照品（批号为 111959 - 201903，含
量 ≥ 88. 80%），诃 子 对 照 药 材（批 号 为 121015 -
201605），均购于中国食品药品检定研究院；甲醇（色谱

纯，批号为 221027100215），乙腈（色谱纯，批号为

221013100157），磷酸（优级纯，批号为 71807089），均购

于上海迈瑞尔化学技术有限公司；冰醋酸（分析纯，上

海麦克林生化科技股份有限公司，批号为C14357167）；

乙醇（批号为 20220826），硫酸（批号为 20210514），甲苯

（批号为 20211209），均为分析纯，购于国药集团化学试

剂有限公司；水为纯水（实验室自制）。

2 方法与结果

2. 1 样品制备与辐照处理

取诃子样品适量，粉碎，过 9号筛，分装于铝箔袋密

封储存，每袋 12 g。由中广核戈瑞科技有限公司采用电

子加速器对诃子粉末进行灭菌处理，设置辐照剂量分

别为0，2，4，6，8，10 kGy，各6袋。

2. 2 性状比较

于日光下观察诃子粉末的外观聚集状态，通过

口尝、鼻嗅等对其性味进行直观判断。与未辐照样品

（0 kGy）比较，辐照前后诃子粉末外观、色泽、气味均未

发生明显变化，表明电子束辐照灭菌技术对诃子粉末

性状无明显影响。详见图1。
2. 3 薄层色谱鉴别

取未辐照（0 kGy）及不同辐照剂量（2，4，6，8，10 kGy）
下的诃子粉末 0. 5 g，精密称定，加入 30 mL无水乙醇，

加热回流 30 min，抽滤，滤液旋转蒸干，加 5 mL甲醇溶

解残余物，通过中性氧化铝柱（100～200目，5 g，内径

2 cm），加 50 mL 50%乙醇洗脱，收集洗脱液，水浴蒸干；

加 5 mL纯水溶解残渣，通过 C18固相萃取柱（300 mg），

加 10 mL 30%甲醇洗脱，弃去洗脱液；加 10 mL甲醇第

2次洗脱，收集洗脱液，水浴蒸干；残渣加1 mL甲醇使溶

解，作为供试品溶液。另取诃子对照药材 0. 5 g，同法制

备对照药材溶液。参照 2020年版《中国药典（四部）》

0502 薄层色谱法试验，取上述 2种溶液各 4 μL，点于

同一硅胶 G薄层板上，以甲苯 - 冰醋酸 - 水（12∶10∶
0. 4，V / V / V）为展开剂，展开，取出，干燥，喷以 10%乙
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醇硫酸溶液，105 ℃加热至斑点显色清晰，置紫外光灯

（365 nm）下观察。结果未经辐照处理（0 kGy）的诃子粉

末和 2，4，6，8，10 kGy辐照剂量下的诃子粉末的供试品

溶液色谱中，在与对照药材溶液色谱相应位置显相同

颜色的斑点（比移值为 0. 69），表明诃子粉末经电子束

辐照灭菌后的薄层色谱无明显改变。详见图2。

1 2 3 4 5 6 7
1. 对照药材溶液 2 - 7. 供试品溶液（辐照剂量依次为0，2，4，

6，8，10 kGy）
图2 辐照前后诃子粉末薄层色谱图

1. Reference medicinal materials solution 2 - 7. Test solution（irradia‐
tion doses of 0，2，4，6，8，10 kGy in sequence）

Fig. 2 TLC chromatograms of TCL powders before and after
irradiation

2. 4 含量测定

2. 4. 1 色谱条件

色谱柱：Agilent 5 TC - C18（2）柱（250 mm × 4. 6 mm，
5. 0 μm）；流动相：0. 1%磷酸水溶液（A）-乙腈（B），梯

度 洗 脱（0～15 min 时 3%B → 10%B，15～20 min 时

10%B → 14%B，20～30 min 时 14%B → 17%B，30～
35 min时17%B → 21%B，35～45 min时21%B → 60%B，
45～56 min时60%B → 3%B）；流速：1. 0 mL / min；柱温：

30 ℃；检测波长：270 nm；进样量：10 μL。
2. 4. 2 溶液制备

分别取没食子酸对照品 10. 02 mg、柯里拉京对照

品10. 04 mg、鞣花酸对照品10. 02 mg，精密称定，置10 mL
容量瓶中，加甲醇溶解并定容，摇匀，分别制得质量浓

度为0. 917，1. 004，0. 890 mg / mL的对照品贮备液。分别

精密吸取没食子酸、柯里拉京和鞣花酸对照品贮备液

2. 0，1. 0，2. 0 mL，置10 mL容量瓶中，加甲醇 - 0. 1%磷酸

水溶液（7∶3，V / V）定容，摇匀，制成没食子酸、柯里拉京、鞣

花酸质量浓度分别为 183. 4，100. 4，178. 0 μg / mL的混

合对照品溶液。

取未经辐照的样品粉末（过 9号筛）0. 1 g，精密称

定，置 50 mL具塞锥形瓶中，精密加入 70%甲醇 30 mL，
称定质量，超声处理（功率为 120 W，频率为 40 kHz）
30 min，取出，放冷，再称定质量，用70%甲醇补足减失的

质量，摇匀，0. 22 μm微孔滤膜滤过，即得供试品溶液。

2. 4. 3 方法学考察

专属性试验：取空白溶剂（70%甲醇）及 2. 4. 2项下

混合对照品溶液、供试品溶液各适量，按 2. 4. 1项下色

谱条件进样测定，记录色谱图。结果显示，70%甲醇对

没食子酸、柯里拉京、鞣花酸无干扰，供试品溶液色谱

中，各活性成分没食子酸、柯里拉京、鞣花酸与相邻色

谱峰的分离度、拖尾因子、理论板数均符合《中国药典》

标准。详见图3。
线性关系考察：精密吸取 2. 4. 2项下混合对照品溶

液适量，加甲醇 - 0. 1%磷酸水溶液（7∶3，V / V）逐级稀

释，得没食子酸质量浓度分别为 183. 4，91. 70，45. 85，
18. 34，9. 170，4. 585 μg / mL，柯里拉京质量浓度分别为

100. 4，50. 20，25. 10，10. 04，5. 020，2. 510 μg / mL，鞣花

酸质量浓度分别为 178. 0，89. 00，44. 50，17. 80，8. 900，
4. 450 μg / mL的混合对照品溶液，按 2. 4. 1项下色谱条

件进样测定，以 3种待测成分的质量浓度（X，μg / mL）
为横坐标、色谱峰峰面积积分值（Y）为纵坐标进行线性

回归。结果见表1。
定量限与检测限确定：取 2. 4. 2项下混合对照品溶

液，加甲醇 - 0. 1%磷酸水溶液（7∶3，V / V）等比稀释，按

2. 4. 1项下色谱条件进样测定，检测限按信噪比（S / N）≥ 3
计算，定量限按S / N ≥ 10计算。结果见表1。

精密度试验：取 2. 4. 2项下混合对照品溶液适

量，按 2. 4. 1项下色谱条件连续进样测定 6次，记录峰

图1 辐照前后诃子粉末的性状

Fig. 1 Properties of TCL powders before and after irradiation

0 kGy 2 kGy 4 kGy 6 kGy 8 kGy 10 kGy
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表1 线性关系考察与定量限和检测限确定结果

Tab. 1 Results of linear relation test，limits of quantification，and
limits of detection

成分

没食子酸

柯里拉京

鞣花酸

回归方程

Y = 31. 851 X - 7. 479 5
Y = 16. 958 X - 3. 926
Y = 41. 071 X + 80. 7

r
0. 999 9
0. 999 9
0. 999 9

线性范围

（μg / mL）
4. 585～183. 4
2. 510～100. 4
4. 450～178. 0

定量限

（μg / mL）
0. 228
0. 627
0. 138

检测限

（μg / mL）
0. 057
0. 156
0. 034

1. 没食子酸 2. 柯里拉京 3. 鞣花酸

A. 空白溶剂（70%甲醇） B. 混合对照品溶液 C. 供试品溶液

图3 高效液相色谱图

1. Gallic acid 2. Corilagin 3. Ellagic acid
A. Blank solvent（70% methanol） B. Mixed reference solution C. Test solution

Fig. 3 HPLC chromatograms

A B C

A / mAU
100
80
60
40
20
0
0 10 20 30 40 50 60t / min

A / mAU
250
200
150
100
50
0
0 10 20 30 40 50 60t / min

A / mAU
2 500
2 000
1 500
1 000
500
0
0 10 20 30 40 50 60t / min

面积。结果没食子酸、柯里拉京、鞣花酸峰面积的 RSD
分别为 0. 18%，0. 15%，0. 22%（n = 6），表明仪器精密

度良好。

重复性试验：取未经辐照的样品粉末（过 9号筛）适

量，按 2. 4. 2项下方法平行制备供试品溶液 6份，按

2. 4. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积。根据标准

曲线计算得没食子酸、柯里拉京、鞣花酸含量的RSD分

别为 1. 25%，1. 36%，1. 73%（n = 6），表明方法重复性

良好。

稳定性试验：取未经辐照的样品粉末（过 9号筛）适

量，按 2. 4. 2项下方法制备供试品溶液，分别于常温下

放置 0，2，4，6，8，12 h时按 2. 4. 1项下色谱条件进样测

定，记录峰面积。结果没食子酸、柯里拉京、鞣花酸峰面

积的RSD分别为 0. 33%，1. 88%，1. 39%（n = 6），表明供

试品溶液在常温放置12 h内稳定性良好。

加样回收试验：取 6份未经辐照的样品粉末（过

9号筛）0. 1 g，精密称定，加入与供试品中含量 100%的

混合对照品溶液，按 2. 4. 2项下方法制备供试品溶液，

按 2. 4. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积，计算没

食子酸、柯里拉京和鞣花酸的回收率。结果见表2。
2. 4. 4 辐照样品含量测定

取不同辐照剂量（0，2，4，6，8，10 kGy）辐照后的诃

子样品，按 2. 4. 2项下方法制备供试品溶液各 3份，按

2. 4. 1项下色谱条件进样测定，记录色谱图。以外标法

计算 3种成分的含量，采用 SPSS 27. 0统计学软件分析，

两组间比较采用独立样本 t检验。结果显示，与未经辐

照样品比较，不同辐照剂量辐照后诃子的主要活性成

分没食子酸、柯里拉京和鞣花酸的含量无显著差异

（P > 0. 05）。详见表3。
2. 5 指纹图谱相似度

通过中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012版）

对所得色谱图进行处理，以未经辐照样品（0 kGy）供试

品溶液色谱图为参照，经多点校正后进行全谱峰匹配，

自动生成对照图谱（R），详见图 4。计算相似度，各剂量

辐照样品与未经辐照（0 kGy）样品的相似度均不低于

0. 998，详见表4。
2. 6 微生物检测

按 2020年版《中国药典（四部）》通则中非无菌产

表2 加样回收试验结果（n = 6）
Tab. 2 Results of the recovery rest（n = 6）

成分

没食子酸

柯里拉京

鞣花酸

样品含量（mg）
1. 854
1. 854
1. 854
1. 854
1. 854
1. 854
0. 724
0. 724
0. 724
0. 724
0. 724
0. 724
2. 305
2. 305
2. 305
2. 305
2. 305
2. 305

加入量（mg）
1. 852
1. 852
1. 852
1. 852
1. 852
1. 852
0. 731
0. 731
0. 731
0. 731
0. 731
0. 731
2. 172
2. 172
2. 172
2. 172
2. 172
2. 172

测得量（mg）
3. 634
3. 735
3. 755
3. 719
3. 765
3. 737
1. 448
1. 482
1. 476
1. 484
1. 509
1. 498
4. 504
4. 419
4. 575
4. 528
4. 419
4. 578

回收率（%）

96. 11
101. 57
102. 65
100. 70
103. 19
101. 67
99. 04
103. 69
102. 87
103. 97
107. 39
105. 88
101. 24
97. 33
104. 51
102. 35
97. 33
104. 65

X（%）

100. 98

103. 81

101. 24

RSD（%）

2. 51

2. 75

3. 25
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品微生物限度检查（1105 微生物计数法、1106 控制

菌检查法、1107 非无菌药品微生物限度标准），检查

电子束加速辐照前后诃子粉末中细菌菌落总数、霉菌

及酵母菌菌落总数、大肠菌群的变化。结果显示，样品

经辐照后，细菌菌落总数、霉菌及酵母菌菌落总数均

显著下降（P < 0. 05），大肠菌群在辐照前后均未检出；

当辐照剂量为 4 kGy时，微生物限度已满足《中国药

典》规定标准，辐照剂量为 6 kGy及以上时微生物均未

检出。详见表 5。
3 讨论

3. 1 电子束辐照剂量选择

电子束辐照灭菌技术是利用电子加速器产生的高

能电子束照射物质达到灭菌目的［14］，具有流水线快速、

吸收剂量均匀、建设防护成本低等优点，广泛用于食

品、化学药品、中药材及医疗器械的灭菌［15 - 17］。目前，

电子束辐照灭菌技术应用于藏药材的灭菌已取得显著

成效［18 - 19］，但常用藏药材及生药粉的相关研究依然较

少。根据 2015年原国家食品药品监督管理总局发布的

《中药辐照灭菌技术指导原则》规定辐照剂量原则上不超

过10 kGy。故本研究中辐照剂量选择2，4，6，8，10 kGy，以
确保中药的安全、有效与质量稳定。

3. 2 诃子主要活性成分选择

诃子中的主要活性成分为酚酸类、鞣质类和黄酮

类物质［20］，其中酚酸类和鞣质类物质含量较高，具有抗

氧化、抗菌、抗癌、促进平滑肌收缩等药理学作用［21］，被
认为是诃子质量评价的重要指标［10，22］。没食子酸为诃

子酚酸类的一种成分，具有清除自由基和抑制脂质过

氧化的作用，效果远高于维生素C［23 - 24］。鞣质类成分中

的鞣花酸和柯里拉京可调节不同癌细胞的信号通路而

表3 不同辐照剂量对诃子中没食子酸、柯里拉京和鞣花酸含量的影响（mg / g，n = 3）
Tab. 3 Effect of different irradiation doses on the contents of gallic acid，corilagin and ellagic acid in TCF（mg / g，n = 3）

辐照剂量

（kGy）
0
2
4
6
8
10

没食子酸

含量

19. 99
19. 00
19. 72
20. 39
19. 18
20. 30

t值

1. 636
0. 409

- 0. 623
1. 416

- 0. 381

P值

0. 150
0. 693
0. 551
0. 214
0. 711

柯里拉京

含量

7. 03
7. 50
7. 33
7. 09
7. 33
7. 27

t值

- 0. 950
- 2. 325
- 0. 371
- 2. 482
- 1. 451

P值

0. 396
0. 058
0. 719
0. 054
0. 178

鞣花酸

含量

21. 93
21. 79
21. 84
22. 61
22. 34
22. 16

t值

0. 671
0. 390

- 2. 183
- 2. 068
- 0. 097

P值

0. 518
0. 705
0. 074
0. 065
0. 930

U / mV
2 900
2 500
2 100
1 700
1 300
900
500
100

0 10 20 30 40 50 60

R10 kGy8 kGy6 kGy4 kGy2 kGy0 kGy
t / min

图4 辐照前后诃子供试品溶液的高效液相色谱叠加指纹图谱

Fig. 4 HPLC overlay fingerprints of the test solution of TCF
before and after irradiation

表4 辐照前后诃子样品的指纹图谱相似度

Tab. 4 Fingerprint similarity of TCF before and after irradiation

辐照剂量

0 kGy
2 kGy
4 kGy
6 kGy
8 kGy
10 kGy
R

0 kGy
1. 000
1. 000
0. 999
0. 999
0. 999
0. 999
1. 000

2 kGy
1. 000
1. 000
0. 999
0. 998
1. 000
0. 999
1. 000

4 kGy
0. 999
0. 999
1. 000
0. 999
0. 999
0. 998
1. 000

6 kGy
0. 999
0. 998
0. 999
1. 000
0. 999
0. 998
0. 999

8 kGy
0. 999
1. 000
0. 999
0. 999
1. 000
0. 999
1. 000

10 kGy
0. 999
0. 999
1. 000
0. 998
0. 999
1. 000
1. 000

R
1. 000
1. 000
1. 000
0. 999
1. 000
1. 000
1. 000

表5 不同辐照剂量对诃子微生物含量的影响（n = 2）
Tab. 5 Effect of different radiation doses on microbial contents

of TCF（n = 2）

辐照剂量

0 kGy

2 kGy

4 kGy

6 kGy

8 kGy

10 kGy

细菌菌落总数

（cfu / g）
55 020
55 000
5 030*
5 000*
75*
50*
-
-
-
-
-
-

霉菌、酵母菌菌落总数

（cfu / g）
2 525
2 520
120*
100*
-
-
-
-
-
-
-
-

大肠菌群

（MPN / g）
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

注：- 表示未检出。与0 kGy比较，*P < 0. 05。
Note：- refers to not detected. Compared with those at 0 kGy，

*P < 0. 05.
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发挥抗癌作用，同时可解除致癌物的毒性［25］。故本研究

中选择没食子酸、柯里拉京和鞣花酸作为主要活性成

分指标。

3. 3 主要活性成分的含量测定

参考文献［11，26］，对诃子中没食子酸、鞣花酸和

柯里拉京的测定方法进行优化，分别考察了流动相

（0. 1%磷酸水溶液 - 乙腈、水 - 乙腈），柱温（25，30，
35 ℃），供试品溶液制备方法（50%甲醇、70%甲醇），对

照品稀释溶液［甲醇、70%甲醇、甲醇 - 0. 1%磷酸水溶

液（7∶3，V / V）］对样品中各成分色谱峰的分离效果，确

定最优条件为流动相为 0. 1%磷酸水溶液 -乙腈，柱温

为 30 ℃，样品提取溶剂为 70%甲醇，对照品稀释溶液为

甲醇 - 0. 1%磷酸水溶液（7∶3，V / V）。由于没食子酸、柯

里拉京和鞣花酸的极性差异较大，采用单一流动相比

例无法分离，通过梯度洗脱可有效分离 3种成分。故流

动相选择梯度洗脱。

3. 4 方法评价

不同辐照剂量的电子束辐照对诃子粉末性状、薄

层色谱鉴别、指纹图谱、主要活性成分含量均无显著影

响，辐照剂量为 4 kGy时已达良好的灭菌效果。本研究

中为电子束辐照灭菌技术对藏药材诃子的适用性研

究，为藏药材诃子、含诃子生药粉的藏成药及含酚酸类

有效成分药物的辐照灭菌提供了参考。所建立的同时

测定诃子中没食子酸、柯里拉京和鞣花酸含量的高效

液相色谱法操作简便、结果准确，为诃子药材质量标准

的提升提供了参考。
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