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黑老虎根为五味子科南五味子属植物黑老虎Kadsura
coccinea（Lem.）A. C. Smith的干燥根，主要分布于我国

湖南、贵州、江西、福建、广西、广东、四川、云南等地［1］。
其有行气活血、祛风止痛功效，常用于风湿痹痛、痛经、

脘腹疼痛、跌打损伤等症［2］。现代研究表明，黑老虎具有

抗炎、抗氧化等多种药理作用［3 - 10］。黑老虎根乙酸乙酯

提取物（ET）与乙醇提取乙酸乙酯萃取物抗炎作用相

似，且前者进一步分离后的 5号组分（ET5）抗炎活性更

强，初步确定为黑老虎根抗炎的主要有效部位［11］。本课

题组在该有效部位中分离鉴定了 1个含量较高的单

体 —— 内消旋二氢愈创木脂酸（meso - DGA）。研究显

示，meso - DGA存在于黑老虎、五味子、三白草、肉豆

蔻、红楠、冷饭藤［12 - 16］等多种植物中，且具有抗炎［13］、

抗氧化［17］、抗肿瘤［17 - 18］和保肝［19］等多种作用。

NAKANO等［20］报道，meso - DGA可抑制白细胞介素 1β
诱导的肝细胞一氧化氮生成。LI等［13］发现，10 μmol / L
剂量下，meso - DGA可显著降低佛波酯诱导脂多糖刺

激的人急性单核细胞白血病细胞中白细胞介素 6
mRNA的表达。但其在黑老虎提取物及抗炎有效部位中

的含量未见报道。为此，本研究中建立了测定黑老虎粗

提取物及抗炎有效部位ET5 meso - DGA含量的高效液

相色谱（HPLC）法。现报道如下 。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

AUW120D型电子天平（日本 Shimadzu公司，精度

为 0. 01 mg）；KQ - 300DE 型数控超声波清洗器（昆山
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摘要摘要：：目的 建立测定黑老虎根乙酸乙酯提取物（ET）及抗炎有效部位 ET5 中内消旋二氢愈创木脂酸（meso - DGA）含量的高效液相

色谱法。方法 色谱柱为 BDS Hypersil C18 柱（150 mm × 4. 6 mm，5 μm），流动相为 0. 1% 甲酸水溶液 - 乙腈（梯度洗脱），流速为

1. 0 mL / min，检测波长为 282 nm，柱温为 45 ℃，进样量为 10 μL。结果 meso - DGA 质量浓度在 1. 0～50. 0 μg / mL范围内与峰面积

线性关系良好（R2 = 0. 999 4，n = 6）；精密度、稳定性、重复性试验结果的 RSD 均不大于 2. 0%；平均加样回收率为 100. 08%，RSD 为

1. 02%（n = 6）。结论 所建立的方法操作简便、重复性好、结果准确，可用于测定黑老虎根 ET及 ET5中 meso - DGA的含量。
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AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography method for determining the content of meso -
dihydroguaiaretic acid（meso - DGA） in the ethyl acetate extract（ET） and anti - inflammatory active fraction ET5 of Kadsura
coccinea root. Methods The chromatographic column was the BDS Hypersil C18 column（150 mm × 4. 6 mm，5 μm），the mobile
phase was 0. 1% formic acid aqueous solution - acetonitrile （gradient elution），the flow rate was 1. 0 mL / min，the detection
wavelength was 282 nm，the column temperature was 45 ℃，the injection volume was 10 μL. Results The linear range of meso -
DGA was 1. 0 - 50. 0 μg / mL（R2 = 0. 999 4，n = 6）. The RSDs of precision，stability and repeatability tests were not greater
than 2. 0%. The average recovery rate of meso - DGA was 100. 08%，with an RSD of 1. 02% （n = 6）. Conclusion The
established method is easy，repeatable and accurate，which can be used to determine the content of meso - DGA in ET and ET5
of Kadsura coccinea root.
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市超声仪器有限公司）；Agilent 1260型高效液相色谱仪

（美国Agilent公司，配有二极管阵列检测器）；U100 型

快速制备液相色谱仪（常州三泰科技有限公司）；MY -
50型打粉机（广州市扬鹰医疗器械有限公司）；SKM型

恒温电热套（山东鄄城华鲁电热仪器有限公司）；

RV3 eco型旋转蒸发仪（德国 IKA公司）；LGJ - 10C型冷

冻干燥仪（四环福瑞科仪科技发展 <北京 >有限公司）。

1. 2 试药

meso - DGA对照品（课题组自制，从黑老虎根中提

取分离，经核磁共振波谱仪、质谱仪、圆二色光谱仪和

旋光仪等结构鉴定确定）；乙腈为色谱纯，甲酸为分析

纯，水为屈臣氏蒸馏水。黑老虎根（湖南省怀化市通道

黑老虎中药材专业合作社），经湖南医药学院蔡伟教授

鉴定为正品。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱：BDS Hypersil C18 柱（150 mm × 4. 6 mm，

5 μm）；流动相：0. 1%甲酸水溶液（A）-乙腈（B），梯度

洗 脱（0～15 min 时 80%A → 10%A，15～16 min 时

10%A→ 80%A，16～22 min时80%A）；流速：1. 0 mL / min；
检测波长：282 nm；柱温：45 ℃；进样量：10 μL。
2. 2 样品及溶液制备

样品制备：将黑老虎根置烘箱中，50 ℃烘干［21］，粉
碎，过 100目筛。取 1. 5 kg，精密称定，加 10倍体积的乙

酸乙酯，于恒温加热套上 170 ℃加热回流 2次，滤过，合

并提取液，真空旋蒸浓缩，冷冻干燥，即得ET。用快速制

备液相色谱仪进一步分离得ET5，冷冻干燥，备用。

溶液制备：取meso - DGA对照品适量，精密称定，

加甲醇制成质量浓度为 1 mg / mL的对照品溶液。取ET
及 ET5各 1 mg，精密称定，分别置离心管中，精密加入

1 mL甲醇，在 30 ℃下超声（功率 300 W，频率 40 kHz）提

取 30 min，取上清液，置离心管中，10 000 r / min离心

10 min，取上清液，经0. 45 μm微孔滤膜滤过，取续滤液，

即得ET及ET5供试品溶液。以空白甲醇为空白对照溶液。

2. 3 方法学考察

专属性试验：取2. 2项下4种溶液，按2. 1项下色谱条件

进样测定，记录色谱图。结果meso - DGA峰峰形对称，与

其他杂质峰分离良好，且阴性对照无干扰。详见图1。
线性关系考察：取 2. 2项下对照品溶液适量，加甲

醇逐级稀释，制成 meso - DGA 质量浓度分别为 1. 0，
2. 5，5. 0，12. 5，25. 0，50. 0 μg / mL的系列对照品溶液，

按 2. 1 项下色谱条件进样测定，以待测成分质量浓度

（X，μg / mL）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标进行线性回

归，得回归方程 Y = 7. 938 1X + 3. 653 5（R2 = 0. 999 4，
n = 6）。结果表明，meso - DGA的质量浓度在 1. 0～

50. 0 μg / mL范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取 2. 2项下对照品溶液（质量

浓度为 5. 0 μg / mL）适量，按 2. 1项下色谱条件连续进

样测定 6次，记录峰面积。结果的RSD为0. 50%（n = 6），

表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取 2. 2项下 ET5供试品溶液适量，分

别于室温下放置 0，1，3，6，9，12 h时按 2. 1项下色谱条

件进样测定，记录峰面积。结果的RSD为0. 28%（n = 6），

表明供试品溶液室温放置 12 h内基本稳定。

重复性试验：取ET5样品适量，共 6份，按 2. 2项下

方法制备ET5供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件进样测

定，记录峰面积，并计算样品含量。结果meso - DGA的

平均含量为（16. 69 ± 0. 002）%，RSD 为 1. 49%（n = 6），

表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的 ET5样品 0. 12 mg，
精密称定，置离心管管中，精密加入meso - DGA溶液

（质量浓度为1 mg / mL）21. 0 μL和甲醇854 μL，按2. 2项
下方法制备ET5供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件进样

测定，记录峰面积，并计算加样回收率。结果见表1。
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1. 内消旋二氢愈创木脂酸

A. 对照品溶液 B，C. 供试品溶液（ET、ET5） D. 空白对照溶液

图1 高效液相色谱图

1. meso - DGA
A. Reference solution B，C. Test solution（ET，ET5） D. Blank refer‐

ence solution
Fig. 1 HPLC chromatograms
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表1 加样回收试验结果（n = 6）
Tab. 1 Results of the recovery test（n = 6）

样品含量（mg）
0. 021 1
0. 021 0
0. 021 0
0. 021 1
0. 021 2
0. 021 4

加入量（mg）
0. 021 0
0. 021 0
0. 021 0
0. 021 0
0. 021 0
0. 021 0

测得量（mg）
0. 042 2
0. 042 0
0. 041 9
0. 041 9
0. 042 1
0. 042 8

回收率（%）

100. 48
100. 00
99. 52
99. 05
99. 52
101. 90

X（%）

100. 08

RSD（%）

1. 02

2. 4 样品含量测定

分别取 ET及 ET5样品适量，按 2. 2项下方法制备

供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件进样测定，平行 3次，

记录色谱图，并计算平均含量。结果 ET及 ET5样品中

meso - DG平均含量分别为（1. 72 ± 0. 01）%和（16. 83 ±
0. 16）%。

3 讨论

本研究中，meso - DGA在 282 nm波长处信号响应

较好，且峰形良好，基线平稳，故以此作为检测波长。同

时，考察了不同溶剂（甲醇、乙腈）、不同酸（甲酸和乙

酸）及其不同百分含量（0. 1%，0. 5%，1%）对 meso -
DGA的分离效果的影响，结果表明，采用0. 1%甲酸水 -
乙腈溶液作为流动相时，meso - DGA的峰形和分离效

果较好。为进一步优化色谱峰的分离效果，对柱温（25，
30，35，40，45，50 ℃）进行了单因素考察，结果表明，

45 ℃时分离效果最好。本研究中，黑老虎根ET5中meso -
DGA含量明显高于ET。提示ET5中meso - DGA高度富

集，且meso - DGA为黑老虎根 ET及 ET5的主要成分，

故可将其作为黑老虎根及其抗炎有效部位的质控指

标。但黑老虎根及其抗炎有效部位还存在多种抗炎成

分，故需对此进行进一步研究。

综上所述，本研究中所建方法专属性强，精密度、

稳定性、重复性好，可为黑老虎根的定性分析、质量控

制及产品开发提供参考。
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