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摘要  [ 目的] 用酸性染料比色法测定不同产地苦参药材中总生物碱的含量。[ 方法] 苦参总生物碱的浓度50 % 乙醇溶液 , 加一定pH 值
的缓冲溶液溴麝香草酚蓝指示液振摇后 ,氯仿萃取 ,萃取液于一定波长处测定吸光度 A。[ 结果] 氧化苦参碱检测浓度在0 .013 ～0 .026
mg/ ml 范围内与吸光度线性关系良好( r =0 .997 1) 。用氧化苦参碱作为对照品 , 在pH 值7 .0 的条件下加入2 .0 ml 的溴麝香草酚蓝溶液 ,
在417 nm 处有最大吸光度 , 该条件下可准确地测定苦参药材中总生物碱的含量。试验测得不同产地苦参药材中总生物碱含量差异较
大 ,其中所购得的陕西、甘肃苦参药材中总生物碱含量较高 ,分别为1 .801 、1 .778 mg/ kg。[ 结论] 该试验所采用的方法操作简便、准确 , 可
通过总生物碱的含量客观全面地评价苦参药材的质量。
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Abstract  [ Objective] Theresearch ai medto determinethe content of total alkaloid in Sophora flavescens Ait . medicinal materials fromdifferent producing
areas by acid dye colori metry .[ Method] Buffer solution with certain pHvalue and bromthymol blue indicator were added to 50 % ethanol solution of total
alkaloid from S . flavescens .After oscillation and chloroformextraction, the absorbency ( A) of extract liquid was determined at certain wavelength.[ Re-
sult] The detection concentration of oxymatrine in the range of 0 .013 - 0 .026 mg/ ml had a good linear relationship withits absorbency ( r = 0 .997 1) .
With oxymatrine as control substance , 2 .0 ml bromthymol blue sol ution was added at pHval ue of 7 .0 .It had the maxi mumabsorbency at eh wavelength of
417 nm.Under these conditions ,the content of total alkaloid in S . flavescens medicinal materials could be determined accurately .It was knownfromthe test
determination results that the content of total alkaloid in S . flavescens had greater difference among different producing areas .The content of total alkaloi d
in S . flavescens medici nal materials bought fromShaanxi and Gansu were higher , being 1 .801 and 1 .778 mg/ kg respectively .[ Concl usion] The used
method in the test was si mple and accurate . And the quality of S . flavescens medicinal materials could be evaluated objectively and roundly through the
content of total alkaloid .
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  中药苦参是豆科植物苦参( Sophora flavescens Ait .) 的干燥

根, 具有抗炎、抗肿瘤、镇痛、抗心律失常、平喘、镇咳、杀菌等

作用[ 1 - 2] , 主要含有生物碱, 其生物碱含量的多少是评价苦

参药材质量好坏的重要指标之一。苦参总生物碱中主要含

有氧化苦参碱和苦参碱等, 多采用HPLC 法进行测定[ 3 - 5] , 但

是仅通过一种或几种生物碱的含量评价药材质量不够客观 ,

笔者采用酸性染料比色法, 以氧化苦参碱为对照品 , 对4 个

不同产地来源的苦参中的总生物碱进行含量测定, 旨在为更

加客观全面地评价苦参药材质量提供科学依据。

1  材料与方法

1 .1  材料  紫外可见分光光度计( UV-2401PC, 日本岛津) ;

精密pH 计( PHS-25 , 上海雷磁仪器厂) ; 离心机( LD4-20 , 北京

医用离心机) ;ZK- 82B 真空干燥箱( 上海市试验仪器所) 等。

氧化苦参碱对照品( 中国药品生物制品检定所) ; 溴麝香

草酚蓝( 天津天新精细化工开发中心) ; 盐酸、三氯甲烷、氢氧

化钠( 分析纯) ; 磷酸二氢钾( 化学纯) 。试验药材购自甘肃、

陕西、湖南、湖北4 个产地, 经甘肃中医学院副教授晋玲鉴定

为豆科植物苦参 Sophora flavescens Ait . 的干燥根。

1 .2 方法

1 .2.1 对照品溶液的制备。称取氧化苦参碱对照品1 .3 mg ,

加浓度50 % 乙醇制备成浓度为0 .026 mg/ ml 的对照品溶液 ,

备用。

1 .2.2 pH 值7 .0 缓冲溶液的制备。取浓度0 .1 mol/ L 磷酸

二氢钾溶液300 ml , 浓度0 .1 mol/ L 氢氧化钠溶液280 ml , 混匀

用pH 酸度计校正缓冲溶液pH 值为7 .0 。

1 .2.3 酸性染料的制备。称取溴麝香草酚蓝0 .025 g 溶于上

述200 ml 的pH 值7 .0 缓冲溶液中, 配成浓度2 ×10 - 4 mol/ L

的酸性染料。

1 .2.4 标准曲线的绘制。用移液管准确量取氧化苦参碱对

照品溶液1 、2、3、4 、5 、6 ml , 置于干燥的具塞三角瓶中, 各加蒸

馏水至6 ml , 分取5 ml , 分别加入pH 值7 .0 缓冲液5 ml , 再依

次精密加入浓度0 .025 % 溴麝香草酚蓝标准液2 .0 ml , 氯仿

10 .0 ml , 振摇1 min , 转移至50 ml 分液漏斗放置分层, 静置1

h , 分取氯仿层 , 在417 nm 波长处测定吸光度。另以同法操作

( 不加氧化苦参碱对照品溶液) 的氯仿为空白。以浓度( C) 为

横坐标 , 吸光度( A) 为纵坐标, 绘制标准曲线。

1 .2 .5  供试品溶液的制备。分别称取2 批4 个不同产地苦

参药材50 g , 用浓度0 .2 % 盐酸浸泡48 h 后 , 渗滤 , 至渗滤液

加生物碱沉淀试剂不产生沉淀为止, 将酸水提取液用 NaOH

调节至pH 值12 .0 , 待沉淀完全后, 离心, 沉淀物置蒸发皿中 ,

于60 .0 ℃下干燥至恒重, 得苦参总生物碱干燥品。

称取2 批4 个不同产地苦参总生物碱干燥品0 .1 g 于

150 ml 容量瓶中, 用浓度50 % 乙醇溶解并定容至150 ml , 配制

成总生物碱的稀释液 , 即为供试品溶液, 备用。

1 .2.6 酸性染料染色条件的考察。

( 1) 缓冲溶液pH 值的考察。量取供试品溶液5 .0 ml 共4

份, 置于分液漏斗中, 分别加入pH 值8 .0、7 .6、7 .0 、6 .5 的缓

冲溶液5 ml 后, 依次加入浓度0 .025 % 溴麝香草酚蓝1 .0 ml 、

氯仿10 .0 ml , 振摇1 min , 静置1 h , 分取氯仿层。用紫外可见

分光光度计于417 nm 处测定吸光度。

(2) 酸性染料用量考察。量取供试品溶液5 .0 ml 共 4

份, 分别置于分液漏斗中, 加入pH 值7 .0 的缓冲溶液5 ml

后, 分别加入浓度0 .025 % 溴麝香草酚蓝1、2、4 、6 ml , 再加氯

仿10 .0 ml , 振摇1 min , 静置1 h , 分取氯仿层。用紫外可见分
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光光度计在417 nm 处测定吸光度。

1 .2.7 测定波长的选择。分别取4 个不同产地的苦参药材

供试品溶液, 经酸性染料染色操作后, 分取氯仿层。于200 ～

800 nm 进行全波长扫描。

1 .2.8 不同产地苦参总生物碱含量测定。分别取稀释液5 .0

ml 置分液漏斗中, 依次加入pH 值7 .0 缓冲溶液5 ml 、浓度

0 .025 %溴麝香草酚蓝标准液2 .0 ml , 氯仿10 .0 ml , 振摇 1

min , 静置1 h , 分取氯仿层。用紫外可见分光光度计于417 nm

处测定吸光度。将测得的吸光度值代入回归方程, 计算苦参

药材中总生物碱的含量。

2  结果与分析

2 .1  标准曲线绘制结果  根据试验所绘制标准曲线得回归

方程 Y= 0 .2 + 12 .26 X ( r = 0 .997 1) 。试验结果表明, 氧化苦

参碱浓度在0 .013 ～0 .026 mg/ ml 范围内与吸光度线性关系

良好。

2 .2 酸性染料染色条件

2 .2 .1  缓冲溶液 pH 值。试验结果表明, 当 pH 值为6 .0 、

7 .0、7 .6、8 .0 时, 吸光度( n = 3) 分别为0 .306 、0 .592、0 .492 、

0 .230 , 表明用 pH 值 7 .0 溴麝香草酚蓝溶液显色, 吸光度

最大。

2 .2.2 酸性染料用量。试验结果表明, 当酸性染料用量为

1 .0、2 .0 、4 .0、6 .0 ml 时 , 吸光度( n = 3) 分别为0 .156、0 .468 、

0 .391 、0 .360 , 表明用浓度0 .025 % 溴麝香草酚蓝溶液2 .0 ml

显色, 吸光度最大。

2 .3 测定波长 试验结果表明, 溶液在417 nm 处吸收最强 ,

最终确定417 nm 为检测波长( 图1) 。

注 :A 为甘肃 ;B 为湖北 ;C 为湖南 ;D 为陕西。图为经酸性染料染色后结果。

Note :A, Gansu ; B , Hubei ; C, Hunan ; D, Shaanxi .The results are after acid dyeing .

图1 不同产地苦参总生物碱提取液紫外光谱图

Fig .1 The ultraviolet spectrogramof total alkaloid extract from Sophora flavescens Ait . fromdifferent producing areas

2 .4  不同产地苦参总生物碱含量测定结果  对4 个不同产

地苦参总生物碱的含量测定结果( 表1) 表明 , 不同产地来源

的苦参药材总生物碱含量存在较大差异, 其中试验所购得的

陕西、甘肃的苦参药材中生物碱含量较高 , 湖北、湖南次之。

表1 样品含量测定结果

Table 1 Thedeterminationresults of total alkaloid content insamples

产地

Producing areas

平均总生物碱含量∥mg/ g

Average content of total alkaloid

百分含量∥%

Percentage content
陕西Shaanxi 1.801 0 .180 1

甘肃Gansu 1.778 0 .177 8

湖南 Hunan 1.562 0 .156 2

湖北 Hubei 1.654 0 .165 4

3  结论与讨论

(1) 由于苦参药材含有的生物碱属�诺里西�类, 其中

苦参碱和氧化苦参碱具有一定的水溶性, 所以要注意所用的

提取溶剂及方法, 因此, 该试验中使用了碱性苦味酸、改良碘

化铋钾等多种生物碱沉淀试剂来判断是否提取完全。

( 2) 该试验在药材总生物碱提取工艺中考察了盐酸的浓

度、浸泡时间等对提取的影响 , 结果发现浓度0 .2 % 盐酸浸泡

48 h 效果好, 可以保证生物碱提取完全。

(3) 在一定pH 值介质中, 生物碱与氢离子生成阳离子 ,

一些酸性染料在该条件下可解离成阴离子而与上述阳离子

定量结合成有色络合物, 可被有机溶剂定量提取。该试验中

就应用了上述原理, 用氧化苦参碱作为对照品在pH 值7 .0

的条件下与溴麝香草酚蓝络合成可被氯仿萃取的有色离子

对, 在417 nm 处有最大吸收。苦参药材中在该条件下能与溴

麝香草酚蓝显色的生物碱均可被测出, 从而可以求得总生物

碱的含量 , 可更加全面科学地评价苦参药材的质量。但该方

法对试验条件要求较高, 试验条件的改变会对结果产生较大

影响, 这需要在今后不断地改进和提高。

(4) 缓冲溶液的pH 值及溴麝香草酚蓝的用量对测定结

果影响较大, 该试验进行了最佳条件选择。结果表明,pH 值

7 .0 的溴麝香草酚蓝2 .0 ml 时, 已能与生物碱完全结合, 生物

碱被充分萃取, 吸光度最大。再增加溴麝香草酚蓝用量 , 反

而会因空白溶液颜色加深, 使吸光度下降, 且酸性染料不能

长期放置, 需新鲜配制[ 5] 。 ( 下转第15967 页)
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羊初级毛囊体外无血清培养进行了研究。结果发现, 绒山羊

毛囊在 Williams E 无血清培养基中生长良好, 毛囊持续生长

达15 d 以上, 明显优于在无血清 DMEM 培养基中的生长情

况。比较它们的成分可以发现 Williams E 含有丰富的氨基

酸、维生素和微量元素, 均有助于毛囊的生长。Bond 等[ 2] 和

Harmon 等[ 3] 报道胰岛素、氢化可的松、亚硒酸钠和转铁蛋白

有助于毛囊的生长和形态的维持。其中, 胰岛素是培养毛囊

所必需的成分, 缺少时毛囊生长受抑制并发生形态改变, 过

早地 进 入 衰 退 期( 其 有 效 刺 激 浓 度 为 0 .01 ～100 . 00

mg/ ml) [ 4] 。L- 谷氨酰胺是体内游离氨基酸池中含量最丰富

的“条件性必需氨基酸”, 为毛囊保持细胞活性提供必要的能

量物质[ 5] 。伍津津等报道在含10 % 小牛血清的 DMEM 培养

基中37 ℃培养毛囊时, 前3 d 平均生长速度为0 .14 mm/ d , 仅

生长5～6 d 便开始贴壁并停止生长, 可能与血清中含有多种

影响毛囊生长的因子如TGF-β和黏附因子等有关[ 6] 。I mai

等认为31 ℃适合毛囊培养[ 7] , 而 Westgate 等认为37 ℃培养

毛囊生长速度更高[ 4] 。不同温度对毛囊生长的影响尚需进

一步研究, 但无论选择何种温度均应注意培养箱内保持一定

的湿度[ 8] 。可见, 培养基及培养条件的选择十分重要。

综上所述 , 要成功进行游离毛囊的培养, 首先要挑选完

整的生长期毛囊, 其次最好选用无血清培养基 , Williams E 培

养基是较好的选择。游离毛囊培养体系的建立对于认识调

节毛囊生长发育的分子机理具有重要意义。

注 :A . 无血清 Williams E 培养基( 50 ×) ;B. 无血清 DMEM 培养基( 50 ×) 。

Note :A .Serum-free Williams E media ( 50×) ;B .Serum-free DMEM media ( 50 ×) .

图2 不同培养基中培养第6 天的初级毛囊

Fig .2 Primary hair follicles culturedin different media onthe 6thday
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  ( 5) 对测定波长的选择结果表明, 不同产地苦参总生物

碱提取经酸性染料染色后在417 nm 波长处均有最大吸收峰 ,

且氧化苦参碱与溴麝香草酚蓝形成的络合物在417 nm 波长

处也有最大吸收峰, 故选择417 nm 为检测波长 , 这一点与参

考资料中一致[ 3 - 5] 。

( 6) 该试验通过酸性染料染色法考察了不同产地苦参药

材总生物碱的含量, 能更加全面地评价药材质量, 为以后的

试验和科研提供了参考 , 为控制中药质量、保证用药合理有

效提供了科学依据。
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