
MAPKs)级联是细胞内重要的信号转导系统, 细胞运用这一系统

可将胞外刺激信号传递给胞核 ,从而参与细胞增殖、分化、转化及

凋亡等一系列生理、病理过程。P38MAPK通路是 MAPKs级联系

统中的重要一支, 其表达和活性的变化可有效调节和阻断关键的

信号通路, 调节细胞凋亡 [ 3, 4]。本实验采用免疫组化法检测了不

同浓度 -榄香烯作用下, 胃癌 BAC823细胞内 P- P38MAPK的

表达情况。实验结果显示, 各药物处理组 P- P38MAPK的表达

均强于空白对照组 (P < 0. 01 )。且随药物浓度的增加, P -

P38MAPK的表达亦增强。由 P38MAPK的活化情况说明 -榄

香烯在作用于 BAC823细胞时可激活胞内的 P38MAPK通路, 且

此激活作用随药物浓度的增加而增强。由此我们推测 -榄香

烯在诱导肿瘤细胞凋亡的过程, 很可能与 P38MAPK通路的参与

有关。但 P38MAPK通路在 -榄香烯诱导肿瘤细胞 BAC823凋

亡的过程中是否确实起到了促凋亡调控作用, 对其他 MAPK通

路的影响如何, P38MAPK通路与 -榄香烯的抗耐药性间有的

有没有关系,对细胞凋亡与细胞阻滞周期是否同时起作用等问题

还有待于进一步深入的研究与证实。
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云南不同产地滇龙胆中龙胆苦苷的含量测定
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摘要:目的 建立 HPLC法测定云南不同产地滇龙胆中龙胆苦苷的方法。方法 色谱柱为W aters Sunfire RP18 ( 250 mm  
4. 6 mm, 5 m )柱,流动相为甲醇 -水溶液 ( 20! 80) ,柱温 35∀ ,体积流量 1. 0 m l/m in,检测波长 270 nm。结果 龙胆苦苷

在 0. 077 4 ~ 1. 160 4 mg ( r = 0. 999 8)线性关系良好, 平均回收率为 98. 8% (RSD = 1. 86% , n = 9), 检测 10批样品其

龙胆苦苷的含量在 2. 75% ~ 4. 87%之间。结论 该方法简便快速、准确, 可为评价滇龙胆药材质量提供依据。
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Determ ination of Gentiopicroside in the P lant of Gentiana rigescens from D ifferent Re

gions in Yunnan Province by HPLC
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Abstract: Objective To establish the m ethod of the gentiop icroside in the p lant o fGentiana r igescens from different reg ions in

Yunnan prov ince byH PLC. M ethods TheW a tres Sun fire C18 ( 4. 6mm  250mm, 5 m ) w as used, w ith m ixture liquid o fm etha

nol and wa ter( 20: 80) as m obile phase. The detection w ave length was 270 nm, the co lum n temperature w as 35∀ , and the flow

ra tew as 1. 0m l/m in. Resu lts G entiop icroside showed a good linear re la tionsh ip w ithin the range o f 0. 0774 ~ 1. 1604 m g( r =

0. 9998), the recovery rate was 98. 8% , and RSD was 1. 86% ( n = 9). The gentiop icroside content ofG entiana rigescens in 10

d ifferen t reg ions w as w ith in the range o f 2. 75% ~ 4. 87% . Conclusion Them ethod is s imp le and accura te, and can be used to i

dentify and eva luate the quality ofGentiana rigescens.

K ey words:H PLC; G entiana rigescen; G entiopicro side

龙胆为常用中药, #中国药典 ∃收载龙胆 Gentiana scabra Bge. , 条叶龙胆 G. m anshurica K itag. , 三花龙胆 G. triflora

Pa l1. 或坚龙胆 G. r igescens F ranch. 的干燥根及根茎 , 前 3种

习称 %龙胆&, 后一种习称 %坚龙胆 &。坚龙胆主产云南又称为
滇龙胆。滇龙胆含多种化学成分 , 如环烯醚萜类, 生物碱类 ,

挥发油类等 , 其中环烯醚萜类是其特征性成分, 其功效有清肝

火、除湿热、健胃等 [ 1]。为充分利用云南丰富的龙胆药材资

源 , 本实验以龙胆苦苷为指标成分 , 采用 H PLC法测定了采自

云南不同地区的 10份滇龙胆样品, 为评价滇龙胆药材质量提

供一定的科学依据。

1 材料

1. 1 样品来源 实验所用滇龙胆样品, 经中国科学院昆明植物研

究所罗士德研究员鉴定, 为龙胆科滇龙胆 G. r igescens F ranch. 的
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干燥根及根茎, 其植物标本存放于中国科学院昆明植物研究所。

1. 2 仪器与试药 美国 Waters 2695高效液相色谱仪及其配套

工作站, DAD检测器检测, 甲醇为色谱纯 (美国 F isher公司 ), 水

为二次蒸馏水, 0. 45 m针式微孔滤膜, 其他试剂均为分析纯,龙

胆苦苷对照品由中国药品生物制品检定所提供, 批号: 110770 -

200510,供含量测定用。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件 色谱柱为W aters Sunfire RP18 ( 4. 6 mm  250 mm,

5 m ); 流动相为甲醇 -水溶液 ( 20! 80) , 柱温 35∀ , 体积流量

1. 0 m l/m in, 检测波长 270 nm。

2. 2 对照品溶液的制备 精密称取龙胆苦苷对照品 9. 67 m g置

入 25 m l容量瓶中, 加甲醇超声溶解,定容至刻度,即得。

2. 3 供试品溶液的制备 取滇龙胆干燥的根粉碎后过 4号筛,

取约 0. 5 g,精密称定, 置具塞锥形瓶中, 精密加甲醇 25 m ,l称定

重量, 超声处理 (功率 250 W, 频率 20 kH z) 15 m in,放冷, 再称定

重量, 用甲醇补足减失的重量, 混匀,滤过, 取续滤液,即得。

2. 4 线性关系考察 精密吸取龙胆苦苷对照品溶液 2, 5, 10, 15,

20, 30 l注入液相色谱仪进行测定。以峰面积 ( Y )对进样浓度

(X )进行回归处理,得到龙胆苦苷回归方程为: Y = 12 887 230X

– 147 037. 8( r = 0. 999 8), 线性范围为 0. 077 4 ~ 1. 160 4 m g /

m l。见图 1~ 2。

图 1 龙胆苦苷对照品

图 2 滇龙胆样品

2. 5 精密度实验 精密吸取对照品溶液 10 ,l连续进样 5次,

测定龙胆苦苷峰面积, 结果其 RSD为 1. 40% ,表明仪器的精密度

良好。

2. 6 重复性实验 取同一样品, 按 % 2. 3&项下的方法平行制备 6

份供试品溶液, 进行测定, 计算龙胆苦苷质量分数, RSD 为

1. 36% ,表明该条件重复性良好。

2. 7 稳定性实验 将同一样品已制备好的供试品溶液在室温下

放置 0, 2, 4, 6, 8, 10 h后分别进样 10 l进行测定, 计算龙胆苦苷

质量分数, RSD为 1. 43% ,表明在本实验条件下供试品溶液在室

温下放置 10 h内基本稳定。

2. 8 回收率实验 取云南 (通海 )滇龙胆样品粉末 9份各约

0. 25 g, 精密称定,分别按其质量分数的 80% , 100% , 120%精密

加入龙胆苦苷对照品适量, 按 % 2. 3&项下的方法制备供试品溶
液, 进行测定,计算加样回收率,结果平均加样回收率为 98. 8% ,

RSD为 1. 86% , 表明本法回收率较好。

2. 9 样品测定 取云南 10个不同地域的滇龙胆样品的根, 按

% 2. 3&项下的方法制备供试品溶液, 进行测定, 以外标法计算龙

胆苦苷的质量分数。结果见表 1。

表 1 云南不同地域滇龙胆中龙胆苦苷的测定结果

编号 产地 龙胆苦苷 (% )

1 嘎洒 4. 87

2 墨江 3. 03

3 石屏 3. 86

4 新平 3. 79

5 玉溪洛和 4. 34

6 玉溪小石桥 4. 00

7 通海 2. 75

8 玉溪秧草塘 2. 85

9 大理 3. 62

10 普洱 3. 57

n= 2

3 讨论

3. 1 提取条件的考察 以龙胆苦苷为指标, 采用正交实验考察

了药材粒度、提取溶剂、溶剂用量、提取方法等因素对实验结果的

影响, 结果表明提取溶剂、加热回流对试验结果有显著影响,其余

因素影响甚微,优选出的最佳提取条件为药材粉碎成中粉,加 50

倍量的甲醇超声处理 15 m in。

3. 2 检测波长的选择 参考#中国药典∃ 2005年版 ∋部龙胆药
材含量测定项下的检测波长为 270 nm, 故本实验检测波长仍选

用 270 nm。

3. 3 流动相的考察 根据文献报道 [ 2~ 4] , 目前测定龙胆苦苷是

HPLC方法, 所采用流动相系统有甲醇 -水, 乙腈 - 水, 甲醇 -

0. 4%磷酸溶液等,再根据具体的仪器及色谱柱调节流动相比例,

本实验参照#中国药典∃ 2005年版∋部龙胆药材含量测定项下流
动相系统,即: 甲醇 -水, 并在此基础上进行适当调节, 最终选择

甲醇 -水 ( 20! 80)。
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