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[摘要] 目的：采用HPLC研究不同炮制工艺山绿茶药材特征图谱的变化，为科学评价和控制其质量提供有效的方法。方法：以70%乙醇为提取溶剂，采用加热回流的方法提取制备供试样品。以Phenomenon C18色谱柱为固定相，流动相乙腈-0.1%磷酸水梯度洗脱，检测波长330 nm，柱温25 ℃，进样量10 µL，流速1.0 mL·min-1，进行HPLC特征图谱检测。以芦丁为对照品，检测不同炮制工艺山绿茶药材中芦丁含量变化。结果：不同炮制工艺药材中共确定9个主要共有特征峰。研究发现特征图谱中主要色谱峰发生了显著改变，与炮制前相比峰面积显著降低。表明山绿茶药材经炮制处理后，主要化学成分含量明显减少。结论：该HPLC特征图谱检测方法重复性、精密度良好，可用于山绿茶药材及其炮制品的质量控制。
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ABSTRACT：Objective To establish a sensitive and specific HPLC method for quality control of Ilex hainanensis Merr.．Methods HPLC method was applied for quality assessment of Ilex hainanensis Merr.． HPLC analysis was performed on a HanbonC18 column (250mm×4．6mm，5 m)．The mobile phase consisted of acetonitrile (solvent B) and watercontaining0.1% (v/v) phosphoric acid (solvent A) at a constant flow  rate of 1.0ml/min．An increasing linear gradient (v/v) of solvent B was used. The injection 
volume was 10µl. The column temperature was set at 25℃. The chromatogram s were monitored at 330nm. 
Results In different varieties of processing methods of Ilex hainanensis Merr. showing 9 characteristic peaks. It was established from its prepared samples of Ilex hainanensis Merr.．Conclusion  The characteristic chromatogram of Ilex hainanensis Merr. with high specificity can be used to control its quality as well as the consistency of processing products.．
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山绿茶为冬青科植物海南冬青的干燥叶，主要分布于海南、广西、广东等地，为广西少数民族民间中草药， 使用历史悠久，已收载于《广西中草药标准》(1990年版)，具有清热解毒、平肝潜阳、活血化瘀的功效[1-2]，主要用于防治高血压症、降血脂、降胆固醇、冠心病、脑血管意外所致的偏瘫、风热感冒、口腔炎、慢性喉炎、妇科炎等[2-3]。

目前对山绿茶的研究主要集中在化学成分的提取分离与鉴定， 以及药理作用研究等方面。有文献报道[4]，山绿茶降压片能明显减少小鼠自发活动，有协同阈下剂量戊巴比妥钠诱发小鼠睡眠的趋势，并有明显的降压及降血脂作用。山绿茶醇提物对四氧嘧啶所致的糖尿病小鼠具有较好的降血糖作用[5]。本文作者前期研究表明，山绿茶对实验性鹌鹑高脂血症的降血脂作用[6]，对麻醉猫正常血压均有降压作用[7]；同时测定了山绿茶茎和叶中挥发油成分及不同炮制品中芦丁、绿原酸、总黄酮的含量[8-11]。本实验对不同炮制品山绿茶药材特征图谱进行研究，为充分利用山绿茶药材资源，制定山绿茶的规范化炮制品，提高药材质量提供了理论依据。
1材料
l.1 药材 山绿茶药材采自广西上林县，经广西中医药大学陈勇教授鉴定，符合广西中药材标准（1990年版）山绿茶项下药材品种，确定为冬青科植物海南冬青Ilex hainanensis Merr.的鲜叶。炮制工艺包括烘烤炮制、微波炮制、清炒炮制、传统炮制、阴干；烘烤炮制包括180 ℃烘烤30 min、200 ℃烘烤30 min、220 ℃烘烤30 min、200 ℃烘烤20 min、200 ℃烘烤30 min、200 ℃烘烤40 min；微波炮制包括60 g药材微波11 min、80 g药材微波11 min、10 0g药材微波11 min、80 g药材微波9 min、80 g药材微波11 min、80 g药材微波13 min。
其中传统炮制方法为：将采摘的山绿茶药材鲜叶尽快用热锅（260～280 ℃）翻炒，杀青，接着在揉搓台上用手揉搓，然后复炒2～3次，至叶色呈暗绿色，带有银灰绿色，略有光泽为度，取出，放置烘房中烘干，取出，放凉，即得山绿茶药材传统炮制品。
山绿茶对照药材由中国食品药品检定研究院提供（批号1247-0301）。芦丁对照品（批号111231，供含量测定用，纯度大于98%，由上海融禾医药科技发展有限公司提供）。

1.2 试剂 甲醇、乙腈为色谱纯（Fisher公司）；其他试剂均为分析纯（国药集团化学试剂有限公司）。

1.3 仪器 1260系列高效液相色谱仪及1260 series色谱工作站（美国安捷伦科技公司），BP211D型电子分析天平（德国赛多利斯），AE100S型电子分析天平（梅特勒-托利多仪器上海有限公司），101A-3E型电热鼓风干燥箱（上海实验仪器厂有限公司），LG16-WA型高速微量离心机（北京京立离心机有限公司），KQ5200B型超声清洗器（昆山市超声仪器有限公司），Millipore Simplicity-185型超纯水器（美国密理博公司）。

2 方法与结果

2.1 色谱条件 Phenomenon C18色谱柱（4.6 mm×150 mm，5 µm）；流动相乙腈（A）- 0.1%磷酸（B），洗脱程序（0~20 min，9%~15%A；20~50 min，15%~25%A；50~75 min，25%~40%A），检测波长330 nm，流速1 mL·min-1，柱温30 ℃，进样量10 µL，理论塔板数以芦丁峰计应不低于10 000。样品色谱图及对照品色谱图见图1~2
。
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 VWD1 A, Wavelength=330 nm (E:\山绿茶\实验数...20806\SLC\20121226\ZXR0 2012-11-07 09-28-19\SLC-QINGCHAO.D)


图1  山绿茶对照药材特征色谱图
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 VWD1 A, Wavelength=330 nm (E:\山绿茶\实验数...0806\SLC\20121226\ZXR0 2012-11-07 09-28-19\SLC-CHUANTONG.D)


图2  芦丁对照品色谱峰

2.2 供试品溶液的制备 取山绿茶对照药材干燥粉末（过40目筛）2.0 g，精密称定，置100 mL锥形瓶中，精密加入50%乙醇40 mL，称定质量，水浴加热，回流提取30 min，放冷，用50%乙醇补足减损的质量，滤过，取续滤液约2 mL，离心10 min（10 000 r·min-1），取上清液，即得供试品溶液。

2.3 对照品溶液的制备 取芦丁对照品5.0 mg，精密称定，置10 mL量瓶中，加50%乙醇，稀释至刻度，摇匀，即得浓对照品溶液，再取5.0 mL该溶液，置10 mL量瓶中，加50%乙醇至刻度，摇匀，即得为0.250 0 g·L-1对照品溶液。

2.4 精密度试验 取阴干炮制山绿茶药材，按供试品溶液制备方法制备，在上述色谱条件下记录特征图谱。结果表明，各色谱峰的相对保留时间RSD在0.04%~1.34%，各峰相对峰面积RSD在0.17%~1.68%，表明仪器的精密度良好。

2.5 重复性试验 精密称取阴干炮制山绿茶药材6份，按供试品溶液制备方法制备，在上述色谱条件下测定, 记录特征图谱没。结果表明，6份样品的HPLC特征图谱中各色谱峰的相对保留时间RSD在0.05~0.37%，各峰相对峰面积RSD在0.20~4.43%。

2.6 稳定性试验 取阴干炮制山绿茶药材，按供试品溶液制备方法制备，在上述色谱条件下，分别在0，4，8，12，16，24 h检测特征图谱, 结果表明，各色谱峰的相对保留时间RSD在0.09%~0.88%，各峰相对峰面积RSD在0.39%~2.30%。

2.7 不同炮制品种山绿茶药材特征图谱的采集[image: image4.emf]min 0 10 20 30 40 50 60 70
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 VWD1 A, Wavelength=330 nm (E:\山绿茶\实验数...0120806\SLC\20121226\ZXR0 2012-11-07 09-28-19\SLC-YINGAN.D)

 取不同炮制工艺所得山绿茶药材粉末适量（已扣除药材水分，相当于新鲜药材5.0 g）各1份，精密称定，共17份，按2.2项下供试品制备方法制备山绿茶药材供试品溶液，按2.1项下的色谱条件下依次进行测定，记录17批次山绿茶HPLC色谱图，确定了11个共有特征色谱峰，其中6号峰为对照品峰。各样品色谱图见图3~19。
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 34.095

图3  烘烤炮制药材色谱图
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 VWD1 A, Wavelength=330 nm (E:\山绿茶\实验数...数据-20120806\SLC\20121226\ZXR 2012-12-18 12-25-24\HK180C.D)

图4  微波炮制药材色谱图
图5  清炒炮制药材色谱图
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 VWD1 A, Wavelength=330 nm (E:\山绿茶\实验数...120806\SLC\20121226\ZXR0 2012-11-07 09-28-19\SLC-HONGKAO.D)


图6  传统炮制药材色谱图
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 VWD1 A, Wavelength=330 nm (E:\山绿茶\实验数...数据-20120806\SLC\20121226\ZXR 2012-12-18 12-25-24\HK220C.D)
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图7  阴干炮制药材色谱图
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图8  180℃烘烤30min药材色谱图
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 VWD1 A, Wavelength=330 nm (E:\山绿茶\实验数...0数据-20120806\SLC\20121226\ZXR 2012-12-20 17-47-29\WB80G.D)

图9  200℃烘烤30min药材色谱图

[image: image12.emf]min 0 10 20 30 40 50 60 70

mAU

0

100

200

300

400
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图10  200℃烘烤40min药材色谱图
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 VWD1 A, Wavelength=330 nm (E:\山绿茶\实验数...数据-20120806\SLC\20121226\ZXR 2012-12-20 17-47-29\WB9MIN.D)

图11  220℃烘烤20min药材色谱图
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图12  220℃烘烤30min药材色谱图

图13  220℃烘烤40min药材色谱图

图14  60g药材微波11min药材色谱图


图15  80g药材微波11min药材色谱图

图16  100g药材微波11min药材色谱图


图17  80g药材微波9min药材色谱图

图18  80g药材微波11min药材色谱图

图19  80g药材微波13min药材色谱图

2.8 山绿茶药材不同炮制品中芦丁含量测定 精密吸取经稀释后不同浓度的混合对照品溶液10 μL，共6份，分别注入高效液相色谱仪测定，以对照品进样量(μg)为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，计算回归方程。芦丁标准曲线Y=1 258X-1.406(r=1.000 0)。不同炮制品山绿茶药材芦丁含量（已扣除药材水分）结果见表2~4。

表2  不同炮制方法山绿茶药材芦丁含量 mg·g-1
	炮制方法
	芦丁

	200 ℃烘烤30 min
	0.92 

	80 g药材微波11 min
	1.36 

	清炒
	0.96 

	传统
	4.49 

	阴干
	1.53 


表3  不同烘烤工艺山绿茶药材芦丁含量mg·g-1
	炮制方法
	芦丁

	180 ℃烘烤30 min
	0.40 

	200 ℃烘烤30 min
	0.92

	220 ℃烘烤20 min
	1.38

	220 ℃烘烤30 min
	0.87 

	220 ℃烘烤40 min
	0.26 


表4  不同微波工艺山绿茶药材芦丁含量 mg•g-1
	炮制方法
	芦丁

	60 g药材微波11 min
	1.93

	80 g药材微波11 min
	1.66

	100 g药材微波11 min
	2.17 

	80 g药材微波9 min
	2.08 

	80 g药材微波11 min
	1.65 

	80 g药材微波13 min
	1.78


3 讨论

3.1 提取方法的考察 考察了超声提取法、回流提取法、 浸渍法3种不同提取方法、料液比以及提取时间的特征图谱情况，通过比较各项数据以及信号峰的多少，选定以回流提取为提取方法，得到的图谱最佳。

3.2 提取溶剂的选择 分别采用了甲醇、乙醇对山绿茶进行提取制备样品溶液然后对各样品进行HPLC分析，比较不同提取溶剂的特征图谱，结果表明以甲醇和乙醇为提取溶剂，对山绿茶主要成分的提取效果相似，分离效果均比较理想，但是乙醇比甲醇安全、经济，故选择乙醇为提取溶剂，并考察了不同浓度的乙醇提取效果，结果表明，以50%乙醇为为提取溶剂，得到的图谱最佳，故选择50%乙醇为本实验的提取溶剂。

3.3 不同炮制方法山绿茶药材HPLC特征图谱比较 考察不同炮制方法山绿茶药材HPLC特征图谱，共确定了9个共有特征峰。通过比较，发现各组间，特征图谱差异较大，且各组间主要成分含量也存在加大差异。烘烤炮制药材和微波炮制药材中色谱峰数目较多；清炒炮制药材、传统炮制药材和阴干炮制药材色谱峰数目较少。说明药材经烘烤和微波炮制之后化学成分发生了变化。

3.4 不同烘烤工艺山绿茶药材HPLC特征图谱比 考察不同烘烤工艺山绿茶药材HPLC特征图谱，共确定了9个共有特征峰。通过比较，发现各组间，特征图谱差异很小，基本无变化，但各组间主要成分含量存在较大差异。不同烘烤温度药材中，芦丁含量随温度变化呈抛物线变化；不同烘烤时间药材中，芦丁含量随时间增加而减少。所以表明，不同烘烤温度及时间对山绿茶药材主要成分影响较大。
3.5 不同微波工艺山绿茶药材HPI C特征图谱比较 考察不同微波工艺山绿茶药材HPI C特征图谱，共确定了9个共有特征峰。通过比较，发现各组间，特征图谱差异很小，基本无变化，但各组间主要成分含量存在较大差异。同一微波时间（11 min）不同微波质量药材中，芦丁含量随温度变化呈现先减后增的趋势；在同一微波质量（80 g）不同微波时间药材中，芦丁含量随时间增加先减少后趋于平稳。所以表明，不同微波时间及微波药材重量对山绿茶药材主要成分影响较大 。
4结论 

通过本实验研究，结果显示山绿茶药材经过不同炮制方法处理后，特征图谱发生了明显的变化，表明不同炮制工艺使山绿茶主要化学成分发生了显著改变，这些化学成分的变化可能就是山绿茶及其炮制品种发挥不同临床功效的物质基础和机制所在，此实验结果为山绿茶的炮制及其临床应用提供了一定的理论依据。
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�此处炮制方法写的混乱，请分类写清楚。


�最好将对照品及对照药材、样品色谱图放在一起，用来对比更直观。去掉边框及纵坐标，横坐标需一致。
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