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差异性。本方法简便易行、专属性强、准确可靠，可用于参维

软胶囊的质量控制；同时也可为以五加科药材为主药的软胶

囊类复方制剂的质量标准研究提供参考。
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摘 要 目的：建立测定黑种草总皂苷提取物中黑种草皂苷 A 含量的方法。方法：采用高效液相色谱-蒸发光散射检测器

（HPLC-ELSD）法。色谱柱为 Cosmosil C18（250 mm×4.6 mm，5 µm），流动相为乙腈-水（梯度洗脱），流速为 1.0 ml/min，柱温为

30 ℃，进样量为10 µl，ELSD的漂移管温度为65 ℃，气体流速为2.0 L/min。结果：黑种草皂苷A的质量浓度在0.183～2.562 mg/ml

范围内与其峰面积积分值呈良好的线性关系（r＝0.999 0）；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD 均＜2％；平均加样回收率为

99.93％，RSD＝1.60％（n＝6）。结论：该方法操作简便、重复性好、准确性高，可用于黑种草总皂苷提取物中黑种草皂苷A的含量

测定。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of nigeglanoside A in total saponin extract of Nigella glan-

dulifera. METHODS：HPLC-ELSD method was adopted. The separation was performed on Cosmosil C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）

column with mobile phase consisted of acetonitrile-water（gradient elution）at the flow rate of 1.0 ml/min. The column temperature

was 30 ℃ and injection volume was 10 µl. The drift tube temperature of ELSD was set at 65 ℃ with the flow rate of 2.0 L /min.

RESULTS：The linear range of nigeglanoside A were 0.183-2.562 mg/ml（r＝0.999 0）with an average recovery of 99.93％（RSD＝

1.60％，n＝6）. RSDs of precision，stability and reproducibility tests were all lower than 2％. CONCLUSIONS：The method is sim-

ple，reproducible and accurate，and it can be used for the content determination of nigeglanoside A in total saponin extract of N.

glandulifera.
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黑种草子[1]，又名赛拉纳赫布、赛拉纳赫布-朝格，系维吾尔

族习用药材，为毛莨科植物腺毛黑种草 Nigella glandulifera

Preyn et Sint.的干燥成熟种子，味甘、辛，性温，有补肾健脑、通

经、通乳、利尿、调理胃火、助消化、固齿的功效，可用于治疗耳

鸣健忘、经闭乳少、热淋、石淋等症状。黑种草子中主要含黑

种草碱、挥发油等成分，其挥发油类成分主要为百里香醌、黑

种草酮、槲皮素、皂苷等[2]。皂苷类化合物由于结构中缺少光

化学特征，用光学检测器不能很好地检测，因此本试验采用高

效液相色谱（HPLC）-蒸发光散射检测器（ELSD）法建立了黑种

草总皂苷提取物中黑种草皂苷A的含量测定方法，可为黑种

草总皂苷提取物的质量控制提供理论依据。

1 材料
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1.1 仪器

LC2010C 型 HPLC 仪（日本 Shimadzu 公司）；化学工作站

（美国 Agilent 公司）；3300 型 ELSD（美国 Alltech 公司）；

BP211D 型电子天平（德国 Sartorius 公司 ，d＝0.01 mg）；

SK3300H型超声波清洗仪（上海科导超声仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

黑 种 草 总 皂 苷 提 取 物（批 号 ：20111121、20111202、

20111212）由新疆维吾尔自治区药物研究所自制（制备方法见

“2.1”项）；黑种草皂苷A对照品（新疆维吾尔自治区药物研究

所植化室制备，纯度≥98％）；D101型大孔吸附树脂（天津兴南

允能高分子技术有限公司，批号：9-2）；乙腈（色谱纯，美国

Fisher公司）；水为蒸馏水，其余试剂均为分析纯。

1.3 药材

黑种草子购自乌鲁木齐市维吾尔药材市场，产地为新疆

阿克苏地区，由新疆维吾尔自治区药物研究所何江副研究员

鉴定为毛莨科植物腺毛黑种草N. glandulifera Freyn et Sint.的

干燥成熟种子。

2 方法与结果
2.1 黑种草总皂苷提取物的制备

取一定量的黑种草子，粉碎，加入 8倍量的 30％乙醇，

70 ℃水浴提取3次，每次1 h，合并提取液，滤过，滤液浓缩至适

量。将浓缩液加水稀释后上D101型大孔吸附树脂，先用蒸馏

水洗去杂质，再用 50％乙醇洗脱，收集 50％乙醇洗脱液，减压

浓缩，真空干燥，即得。

2.2 溶液的制备[3-4]

2.2.1 对照品贮备液的制备 取黑种草皂苷A对照品适量，

精密称定，加甲醇制成每 1 ml含 3.66 mg的溶液，作为对照品

贮备液。

2.2.2 供试品溶液的制备 取黑种草总皂苷提取物粉末约

0.2 g，精密称定，置50 ml量瓶中，精密加入70％乙醇25 ml，超

声（功率：250 W，频率：50 kHz）处理15 min，放冷，加70％乙醇

至刻度，摇匀，精密量取 2 ml，置 10 ml量瓶中，加 70％乙醇至

刻度，摇匀，即得。

2.3 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Cosmosil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙

腈-水，梯度洗脱（洗脱程序见表 1）；流速：1.0 ml/min；柱温：

30℃；进样量：10 µl。ELSD漂移管温度：65℃；气体流速：2.0 L/

min。在此色谱条件下，黑种草皂苷A峰与相邻色谱峰的分离

度＞1.5；理论板数按黑种草皂苷A色谱峰计算应不低于8 000。

色谱见图1。

表1 流动相梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution progress of mobile phase

时间，min

0

15

20

22

25

乙腈，％
20

40

40

20

20

水，％
80

60

60

80

80

2.4 线性关系考察

分别精密吸取黑种草皂苷 A 对照品贮备液 0.5、1.0、2.0、

2.5、3.0、4.0、6.0、7.0 ml，置10 ml量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，

制成系列对照品溶液，按上述色谱条件分别进样测定，记录峰

面积。以黑种草皂苷A质量浓度的对数值（x）为横坐标，峰面

积的对数值（y）为纵坐标，进行线性回归，得回归方程为 y＝

1.300 8x+3.983 7（r＝0.999 0，n＝8）。结果表明，黑种草皂苷A

的质量浓度在 0.183～2.562 mg/ml范围内与其峰面积积分值

呈良好的线性关系。

2.5 精密度试验

取同一对照品溶液，按上述色谱条件重复进样 6次，每次

10 μl，记录峰面积。结果，RSD＝1.02％（n＝6），表明仪器精密

度良好。

2.6 重复性试验

取同一批黑种草总皂苷提取物粉末适量，共 6份，分别按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，照上述色谱条件进样测定，

记录峰面积，计算样品含量。结果，样品中黑种草皂苷A的平

均质量分数为57.84％，RSD＝1.75％（n＝6），表明本方法重复

性良好。

2.7 稳定性试验

取同一供试品溶液适量，分别于 0、2、4、6、8、12 h按上述

色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，RSD＝1.62％（n＝6），

表明供试品溶液在12 h内稳定。

2.8 加样回收率试验

取已知含量的黑种草总皂苷提取物粉末约 0.1 g，共 6份，

精密称定，分别加入适量黑种草皂苷A对照品溶液，按“2.2.2”

项下方法制备供试品溶液，照上述色谱条件分别进样10 µl测

定，记录峰面积，计算加样回收率，结果见表2。

2.9 样品含量测定
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图1 高效液相色谱图
A. 黑种草皂苷A对照品；B. 黑种草总皂苷提取物；1.黑种草皂苷A

Fig 1 HPLC chromatograms
A. nigeglanoside A control；B. total saponins of N. glandulifera；1.nig-

eglanoside A
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取3批黑种草总皂苷提取物各适量，分别按“2.2.2”项下方

法制备供试品溶液，照上述色谱条件进样10 µl测定，记录峰面

积，计算样品中黑种草皂苷A的质量分数，结果见表3。

表3 3批黑种草总皂苷提取物中黑种草皂苷A的含量测定结

果

Tab 3 Content determination of nigeglanoside A in total

saponins extract from 3 batches of N. glandulifera

批号
20111121

20111202

20111212

黑种草皂苷A的质量分数，％
60.48

61.20

59.41

RSD，％

0.84

3 讨论

3.1 检测方法的选择及ELSD条件的优化

ELSD作为一种通用检测器，可以检测任何挥发性低于流

动相的组分，弥补了紫外检测器和荧光检测器的不足，特别是

对无紫外吸收、无荧光或紫外末端吸收的大分子有机化合物

的检测，显示出了极大的优越性；此外，ELSD与梯度洗脱有良

好的相容性，它所能检测的化合物对流动相组分的变化和温

度的浮动均不很敏感，克服了紫外检测器梯度洗脱时的基线

漂移和溶剂峰干扰，因而被广泛应用于皂苷、内酯、生物碱、有

机酸、氨基酸等成分的分析以及中药指纹图谱和药动学的研

究中。黑种草子中主要含黑种草碱、挥发油、皂苷等成分，皂

苷类化合物由于结构中缺少光化学特征，用光学检测器不能

很好地检测，因此ELSD适用于黑种草总皂苷提取物的含量测

定研究。

对于 ELSD，漂移管温度和气体流速是很重要的两个参

数，它们对优化待测物质的响应值有重要的影响。根据ELSD

建议值，设置气体流速为1.5 L/min，漂移管温度分别为50、65、

70、80、85 ℃，观察基线噪声和样品峰个数及峰面积积分值。

结果发现，低于60 ℃时，流动相中的水相得不到充分挥发，基

线噪声较大；在 65 ℃时，样品峰个数最多，峰形最佳；70、80、

85 ℃时，色谱峰峰形较 65 ℃时无明显差异，因此确定漂移管

温度为65 ℃。

根据ELSD建议值，设置漂移管温度为65 ℃，气体流速分

别为1.5、2.0、2.5、3.0 L/min，观察气体流速对响应值、峰面积及

基线的影响情况。结果发现，气体流速＞2.0 L/min时响应值

变小，因此确定最佳气体流速为2.0 L/min。

3.2 流动相洗脱条件的考察

在仪器建议的 ELSD 条件下，采用不同体积比（分别为

40 ∶ 60、70 ∶ 30、95 ∶ 5、99 ∶ 1）的流动相（乙腈-水）等度洗脱时，对

照品及供试品均未出峰；后采用流动相梯度洗脱，对照品及供

试品色谱峰的峰形和分离度效果均达到要求，且分析时间短。

综上，本方法操作简便、重复性好、准确性高，可用于黑种

草总皂苷提取物中黑种草皂苷A的含量测定。
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表2 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝6）

编号
1

2

3

4

5

6

称样量，g

0.107 1

0.112 4

0.100 0

0.102 1

0.107 1

0.107 1

样品含量，mg

61.303 1

64.372 3

57.277 7

58.468 7

61.303 1

61.303 1

加入量，mg

76.860 0

76.860 0

76.860 0

76.860 0

76.860 0

76.860 0

测得量，mg

137.355 1

142.543 5

133.097 1

134.211 8

139.821 5

137.820 4

回收率，％
98.95

101.71

98.65

98.55

102.16

99.55

x，％

99.93

RSD，％

1.60

中国建议确保“卫生”在国际发展议题中的地位

本刊讯 中国国家卫生和计划生育委员会主任李斌20日

在日内瓦举行的第66届世界卫生大会上说，中国建议确保“卫

生”在 2015年后国际发展议题中的地位，呼吁全球为实现“人

人享有卫生保健”而共同努力。

随着联合国千年发展目标实现日期的临近，国际社会正

在对2015年后国际发展议题的内容和形式展开热烈讨论。为

此，本届世界卫生大会将一般性辩论主题设定为“如何在未来

全球发展议程中确保‘卫生’的地位”。

李斌在进行一般性辩论发言时说，中国建议要确保“卫

生”在全球发展议程中的地位，强调“在从生至死的生命全程

促进健康”的概念，支持将糖尿病、心血管疾病、癌症和精神疾

病等慢性非传染性疾病的控制指标纳入2015年后国际发展议

题中的卫生主题。

李斌认为，各国应注重加强卫生系统能力建设，今年中国

防控禽流感和地震灾后防疫的实践经验证明“事预则立、不预

则废”，完备的卫生服务、应急救援响应机制和保障系统是妥

善应对突发公共卫生事件的必要条件。

她说，中国政府一贯高度重视人们健康，提出到2020年实

现“人人享有基本医疗卫生服务”，全面建成小康社会，这也是

实现“中国梦”的重要内容。2009年以来，中国政府全面启动

深化医药卫生体制改革，逐步建设覆盖城乡居民的基本医疗

卫生制度，有力地促进了千年发展目标的全面、均衡实现。
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