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广西壮药鸡骨草生药学鉴定和含量测定研究
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摘 要:目的 研究壮药鸡骨草质量控制的方法,为提高其质量标准。方法 参照2015版《中国药典》通则方法,采用性

状鉴定、显微特征及TLC法对其进行定性鉴别;通过水分、总灰分、酸不溶性灰分、醇溶性浸出物等常规检查方法对其进

行药材质量考察;采用液相质谱联用法(liquidchromatography-massspectrometry,LC-MS)测定鸡骨草中的相思子碱含

量;采用气相质谱联用法(gaschromatography-massspectrometry,GC-MS)对鸡骨草进行农药残留的检测;采用电感耦

合等离子体质谱法(inductivelycoupledplasmamassspectrometry,ICP-MS)来检测鸡骨草中的砷(As)、镉(Cd)和铅(Pb)
重金属元素。结果 所建立的方法简便、准确,样品薄层色谱斑点清晰,分离度好;平均水分含量为9.30%,平均总灰分

含量为6.66%,平均酸不溶性灰分含量为0.56%,平均醇溶性浸出物测定为12.92%;鸡骨草中相思子碱的含量为4.3
ng/ml;在鸡骨草药材内未检测出农药残留以及重金属。结论 本文从鸡骨草的理化性状鉴定、相思子碱含量测定、农药

残留及重金属等研究方面较完善了鸡骨草质量控制体系;可作为广西壮药鸡骨草质量标准控制的参考依据。
关键词:壮药;鸡骨草;液相质谱联用法;气相质谱联用法;电感耦合等离子体质谱法;质量标准;含量测定
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PharmacognosticidentificationandcontentdeterminationoftheGuangxi
ZhuangherbAbruscantoniensis
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  Abstract: Objective ToexplorethequalitycontrolmethodfortheZhuangherbAbruscantoniensisto
improveitsqualitystandard. Methods AccordingtothegeneralprinciplesofChinesePharmacopoeia(2015
Edition),Abruscantoniensiswastestedforitsqualitativeidentificationbymeansofmorphologicalidentifica-
tion,microscopiccharacteristicsandTLC.Thedrug’squalitywasinvestigatedviaroutineinspectionmethods
likemoisture,totalash,acidinsolubleashandalcohol-solubleextract.ThecontentsofAcaciaalkaloidin
Abruscantoniensisweredeterminedbyliquidchromatography-massspectrometry(LC-MS).Thepesticideres-
iduesinAbruscantoniensisweredetectedbygaschromatography-massspectrometry(GC-MS).Theinductive-
lycoupledplasmamassspectrometry(ICP-MS)wasusedtodetecttheheavymetalelementsAs,CdandPbin
Abruscantoniensis. Results Themethodwassimpleandaccurate,theTLCspotsofthesamplewereclear
andtheseparationdegreewasgood.Theaveragemoisturecontent,theaveragetotalashcontent,theaverage
acidinsolubleashcontentandtheaveragealcohol-solubleextractwere9.30%,6.66%,0.56%,and12.92%
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respectively.ThecontentofAcaciaalkaloidinAbruscantoniensiswas4.3ng/ml.Nopesticideresiduesand
heavymetalsweredetectedinAbruscantoniensis. Conclusion Thispaperimprovesthequalitycontrolsys-
temofAbruscantoniensisthroughtheidentificationofitsphysicalandchemicalpropertiesandthedetermina-
tionofAcaciaalkaloidcontent,pesticideresiduesandheavymetals.Itcanbeareferenceforthequalitystand-
ardcontroloftheGuangxiZhuangherbAbruscantoniensis.
  Keywords: Zhuangmedicine;Abruscantoniensis;liquidchromatography-massspectrometry;gaschro-

matography-massspectrometry;inductivelycoupledplasma massspectrometry;quality
specification;contentdetection

  鸡骨草为豆科植物广州相思子(Abruscantonien-
sisHance)的干燥全株[1],又名广州相思子、细叶鸡草、
小叶鸡骨草。鸡骨草常以全株入药,全年均可釆挖,除
去泥沙,干燥后入药[2]。鸡骨草具有利湿退黄[3],清热

解毒,疏肝止痛等功效,用于湿热黄疸,胁肋不舒,胃脘

胀痛,乳痈肿痛等。是急、慢性肝炎及肝硬化腹水等疾

病的有效药物[4-5]。具有对肝脏的保护[6]、抗菌、抗病

毒、抗肿瘤、抗氧化、抗炎[7]及免疫调节、降脂[8]等作

用。鸡骨草在我国广东、广西等地均有分布,并为两广

的道地药材,在我国有着悠久的用药历史,可用于煲汤

作食疗[9],是临床常用中药。
鸡骨草是一味常用的中药,在我国药源普遍,其化

学成分复杂,药理活性应用广泛,具有清热解毒、利湿、
活血化瘀、舒肝止痛等功效[10]。药理活性成分主要集

中在相思子碱、黄酮类和三萜皂苷类化合物[11-12]。目

前,国内外学者对鸡骨草中的化学成分进行了一些研

究,且取得了一定的进展[13-14],但是基于确切成分的作

用机制的研究却鲜见报道,对药效物质基础的研究还

远远不够,影响了鸡骨草的进一步开发利用。药典中

对鸡骨草原料药中有效成分含量测定还没有进行验证

试验,其质量标准迫切需要提高完善。如鸡骨草在现

代研究开发中发挥壮药特色,将能更好地促进传统壮

医药的传承和发展。
本研究通过对广西壮药鸡骨草常规检验及特征检

验方法的研究,为提高其质量标准,参照2015版《中国

药典》通则方法,采用性状鉴定、显微特征及薄层色谱

法(TLC)对其进行定性鉴别;通过水分、总灰分、酸不

溶性灰分、醇溶性浸出物等常规检查方法对其进行药

材质量考察;采用液相质谱联用法(liquidchromatog-
raphy-massspectrometry,LC-MS)测定鸡骨草中的相

思子碱含量;采用气相质谱联用法(gaschromatogra-
phy-massspectrometry,GC-MS)对鸡骨草进行农药

残留的检测;采用电感耦合等离子体质谱法(induc-
tivelycoupledplasmamassspectrometry,ICP-MS)来
检测鸡骨草中的砷(As)、镉(Cd)和铅(Pb)重金属元

素。进一步考察其药材质量,希望能为其质量标准提

供参考。

1 材料

1.1 药品 鸡骨草全草干品,购于广西玉林中药材专

业市场,经右江民族医学院民族医教研室覃道光副教

授鉴定,为豆科植物广州相思子的干燥全草。

1.2 试 剂 ①相 思 子 碱 对 照 品(批 号:B01ABL-
2047),购于上海金穗生物科技有限公司;②砷标准品

(批号:20180821),购于国家有色金属及电子材料分析

测试中心;③铅标准品(批号:20180420),购于国家有

色金属及电子材料分析测试中心;④镉标准品(批号:

20181105),购于国家有色金属及电子材料分析测试中

心;⑤alpha-BHC标准品(批号:18002),购于中国计量

科学研究院;⑥beta-BHC标准品(批号:18002),购于

中国计量科学研究院;⑦gama-BHC标准品(批号:

18002),购于中国计量科学研究院;⑧delta-BHC标准

品(批号:19001),购于中国计量科学研究院;⑨p,p′-
DDE标准品(批号:18001),购于中国计量科学研究

院;⑩p,p′-DDD标准品(批号:18001),购于中国计量

科学研究院;○11o,p′-DDT标准品(批号:18001),购于

中国计量科学研究院;○12p,p′-DDT 标准品(批号:

18001),购于中国计量科学研究院;○13 五氯硝基苯标准

品(批号:18001),购于中国计量科学研究院。本实验

所用其余试剂均为色谱纯。

1.3 仪器 FA1204B电子天平(上海天美天平仪器

有限公司)、HC-5002S-数控型台式超声波清洗器、DL-
1万用电炉(北京市永光明医疗仪器有限公司)、DHG-
9070A-电热恒温鼓风干燥箱(上海精宏实验设备有限

公司)、暗箱式紫外分析仪(ZF-2)、生物显微镜(型号:

EX20)、薄层硅胶板GF254(批号:20150412)、Shimad-
zuGCMS-TQ8040(日本岛津GCMS-TQ8040三重四

极杆型气相色谱质谱联用仪)、ElmasonicP70H 超声

波清洗仪(德国艾尔玛ElmasonicP70H型双频超声波

清洗 仪)、湘 仪 H1650 台 式 高 速 离 心 机、Agilent
1290uplc-qtof6550(美国安捷伦1290-6550精确质量

数四级杆-飞行时间液质联用仪)、PENexION300X
[美国珀金埃尔默PENexION300电感耦合等离子体

质谱仪(ICP-MS)]、美国CEM DISCOVERSP-D 单

模微波消解仪。
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2 结果

2.1 鉴别

2.1.1 性状鉴别 本品的根多数为圆锥形,上面粗下

面细,有分枝,长短不一,直径0.5~1.5cm;表面为灰

棕色,比较粗糙,有细纵纹,支根非常细,有的断落或留

有残基;质地较硬。茎丛生,长50~100cm,直径约

0.2cm;灰棕色至紫褐色,小枝较纤细,疏被短柔毛。
具有羽状复叶互生,小叶8~11对,多数脱落,小叶矩

圆形,长0.8~2cm;尖端较平截,有小突尖,下表面有

被伏毛。气微香,味微苦。

2.1.2 显微鉴别 过20目的鸡骨草粉末用水合氯醛

透明以后在显微镜下观察,呈灰绿色。非腺毛单细胞

较多,顶端尖或长尖,长60~970μm左右,直径12~
22μm左右,壁厚3~6μm左右,层纹明显,有疣状突

起。气孔平轴式。纤维成束或分离,壁较厚,纤维束周

围细胞含草酸钙方晶,形成晶纤维,含晶细胞壁不均匀

增厚。石细胞类圆形、类方形或长圆形,直径16~40

μm左右,有的壁稍厚。木栓细胞黄棕色。草酸钙方

晶直径5~11μm左右。见图1。

注:A为非腺毛单细胞;B为纤维束;C为石细胞;
D为木栓细胞;E为晶纤维;F为草酸钙方晶

图1 鸡骨草粉末显微特征图

2.1.3 薄层鉴别 称取本品鸡骨草粉末2g,放在锥

形瓶中加入甲醇50ml,使用超声波清洗器超声处理1
h,超声完成后滤过,把滤液水浴蒸干,残渣加正丁醇

10ml使溶解,用2%盐酸溶液振摇提取3次,每次10
ml,合并酸液,用5%氢氧化钠溶液调节pH值至7,再
用正丁醇振摇提取3次,每次5ml,合并正丁醇液,水
浴蒸干后得到的残渣加入1ml甲醇使其溶解,作为供

试品溶液。另取相思子碱对照品,加80%甲醇,制成

每1ml含0.1mg的溶液作为对照品溶液。根据

TLC(通则0502)试验,用点样毛细管吸取5~10μl的

供试品溶液、2μl对照品溶液,分别点在同一个硅胶G
薄层板上,正丁醇-醋酸-水(4∶1∶5)混合液中的上层

澄清溶液为展开剂,展开后取出,放通风橱晾干,喷以

茚三酮试液,放入烘箱在105℃下加热至色板上的斑

点显色清晰,供试品色谱中,在与对照品色谱相应的位

置上显相同颜色的斑点。该方法节省时间、简便、直
观,能有效鉴别鸡骨草药材的真伪。结果见图2。

注:A:对照品;B:供试品;C:对照品+供试品。

图2 鸡骨草薄层色谱图

2.2 水分 按照2015年版《中国药典》(四部)通则

0832第二法水分不得过15.0%。取鸡骨草粉末2~5
g,置于在烘干至恒重的扁形称量瓶里平铺,不能太厚,
精密称定重量,打开瓶盖在105℃下的恒温干燥器中

干燥5h后,将瓶盖盖好,迅速取出转移到干燥器中放

冷30min,精密称定重量,再在105℃温度下干燥1h
后,迅速取出转移到干燥器中放冷,精密称定重量。根

据重量损失计算鸡骨草样品中含水量(%)。结果见表

1。

表1 水分测定结果

样品号 样品重/g 含水量/%

1 2.1207 9.53
2 2.8550 9.39
3 2.9158 8.98
平均值 2.6305 9.30
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2.3 灰分 按照2015年版《中国药典》(四部)通则

2302“灰分测定法”总灰分不得过7.5%。将鸡骨草样

品粉碎通过二号筛后,精密称定鸡骨草样品2~3g,置
于已炽灼至恒重的坩埚中,在电炉上缓缓加热,直至使

鸡骨草样品完全灰化至恒重。根据最后剩余的鸡骨草

残渣重量,计算鸡骨草样品中总灰分的含量。酸不溶

性灰分:取所得灰分,在坩埚中加入稀盐酸约10ml,
用表面皿覆盖坩埚,置水浴加热10min,表面皿用热

水5ml冲洗,洗液并入坩埚中,用无灰滤纸滤过,坩埚

内的残渣用水洗于滤纸上,洗至洗液不显氯化物反应

为止。结果见表2。

表2 灰分测定结果

样品号 样品重/g 总灰分/% 酸不溶性灰分/%

1 3.0282 7.39 0.52
2 3.0022 6.18 0.95
3 3.0063 6.41 1.26
平均值 3.0122 6.66 0.91

2.4 醇溶性浸出物 按照2015年版《中国药典》醇溶

性浸出物测定法(通则2201)项下的热浸法测定,用稀

乙醇作溶剂,不得少于6.0%。取鸡骨草样品2~4g,
精密称定,置250ml的锥形瓶中,精密加稀乙醇100
ml,密塞,称定重量,静置1h后,连接回流冷凝管,加
热至沸腾,并保持微沸1h。放冷后,取下锥形瓶,盖
上密塞盖,再记录称定重量,其中减失的重量用稀乙醇

补足,摇均匀,用干燥过滤器滤过,精密量取滤液25
ml,置已干燥至恒重的蒸发皿中,在水浴上蒸干后,于

105℃干燥3h,置干燥器中冷却30min,迅速精密称

定重量。以干燥品计算供试品中醇溶性浸出物的量

(%)。结果见表3。

表3 醇溶性浸出物测定结果

样品号 样品重/g 醇溶性浸出物的量/%

1 3.5092 12.56
2 3.3398 13.53
3 3.5195 12.67
平均值 3.4562 12.92

2.5 含量测定 为确保鸡骨草药材质量的稳定性、专
属性及可控性,本研究使用液相质谱联用法,测定鸡骨

草中的相思子碱含量,适合于鸡骨草的质量控制。

2.5.1 色谱条件 WatersBEHC18(2.1×100mm
×1.7μm)毛细管气相色谱柱为分析柱;流速:0.5
ml/min;进样量20μl;选择离子监测(相思子碱 m/z
=219),见表4。

表4 液相质谱联用法流动相程序梯度表

时间/min
A相比例/%

(0.1%甲酸水溶液)
B相比例/%
(乙腈溶液)

0 90 10
2 90 10
8 60 40
18 2 98
20 2 98
20.1 90 10

2.5.2 样品预处理 取鸡骨草粉末0.5g于10ml
试管中,向其中加入10ml甲醇溶解并在25℃条件下

超声60min,取出静置5min,取上清液1ml于2ml
离心管内,放入高速离心机中13000r/min离心10
min,过0.22μm微孔滤膜后装入1.5ml自动进样瓶

内,得样品提取液。同样条件得到空白对照样品。将

样品放入4℃冰箱保存,在分析前取出(保存时间不能

超过24h)。

2.5.3 线性试验 取一定量的相思子碱对照品溶液,
加入内标溶液,配置一系列的相思子碱对照品溶液(相
当于相思子碱的浓度分别为1ng/ml、2ng/ml、5ng/

ml、10ng/ml和25ng/ml),按“2.5.1项下”色谱条件

进样。记录色谱图和峰面积,以浓度(X)为横坐标,
相思子碱对照品的峰面积之比 (Y)为纵坐标进行回

归,得线性回归方程:Y =6.902×106+2.035×
105X,相关系数r=0.9997。结果表明,相思子碱对

照品在1~25ng/ml的浓度范围线性关系良好。

图3 相思子碱对照品线性关系图

2.5.4 样品测定 取鸡骨草适量,按“2.5.2项下”供
试品制备方法制备,按“2.5.1项下”色谱条件进样分

析。用LC-MS法测定相思子碱的含量。结果显示在

鸡骨草中相思子碱含量为4.3ng/ml。

2.5.5 样品谱图 见图4、图5。
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注:A:相思子碱对照品;B:鸡骨草药材。

图4 对照品及样品色谱图

图5 鸡骨草质谱图

2.6 农残检测

2.6.1 色谱条件 进样口温度:250℃;离子源温度:

200℃;接口温度:200℃;流速:1ml/min;色谱柱型号:

SH-Rxi-5SilMS(0.25μm×0.25μm×30μm)。

2.6.2 样品预处理 取鸡骨草粉末0.5g于10ml试

管中,向其中加入10ml甲醇溶解并在25℃条件下超

声60min,取出静置5min,取上清液1ml于2ml离

心管内,放入高速离心机中13000r/min离心10min,
过0.22μm微孔滤膜后装入1.5ml自动进样瓶内,得
样品提取液。同样条件得到空白对照样品。将样品放

入4℃冰箱保存,在分析前取出(保存时间不能超过24
h)。见表5。

表5 气相质谱联用仪器升温条件

升温速率/℃ 终温度/℃ 保持时间/min

- 50 1
25 125 0
10 300 15

2.6.3 九种农残标准曲线峰面积 见表6、表7。

表6 8种农药外标物浓度及峰面积

外标物名称 0.05ppm 0.5ppm 1ppm 2.5ppm 5ppm

alpha-BHC 1267 5333 7926 17714 36623
beta-BHC 1144 4677 6212 13669 27453
gamma-BHC(Lindane) 1165 3587 5582 13400 23020
delta-BHC 946 4285 6616 12812 25299
p,p′-DDE 3271 12899 22525 43419 81028
p,p′-DDD 5315 12614 25754 61685 126021
o,p′-DDT 5632 22758 31995 77907 160610
p,p′-DDT 4501 16200 26277 60446 126971

表7 1种农药外标物浓度及峰面积

外标物名称 0.1ppm 1ppm 2ppm 5ppm 10ppm

Quintozene 910 3578 5980 14874 28841

2.6.4 线性关系实验结果 见表8。
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表8 9种农药外标物线性关系

化合物 回归方程 r 线性范围

alpha-BHC Y =1039.7496+7034.72398X 0.99897 0.05~5
beta-BHC Y =1218.97193+5200.01551X 0.99857 0.05~5
gamma-BHC(Lindane) Y =1333.78548+4429.28979X 0.99782 0.05~5
delta-BHC Y =1357.35213+4770.30269X 0.99839 0.05~5
p,p′-DDE Y =4837.50934+15354.08324X 0.9985 0.05~5
p,p′-DDD Y =1613.82595+24676.22876X 0.9994 0.05~5
o,p′-DDT Y =3594.22776+31042.08411X 0.99889 0.05~5
p,p′-DDT Y =2384.89561+24582.37812X 0.99908 0.05~5
Quintozene Y =605.16353+2826.36366X 0.99988 0.05~5

2.6.5 农残检测结果 见表9、图6。
2.7 重金属(砷、镉、铅)检测

2.7.1 测试方法 称取0.10g样品于石英消解管

中,再加入20ml硝酸以及8ml双氧水,然后放入消

解仪上消解,直至溶液澄清透明,无任何不溶物,最后

过滤,转移到50ml容量瓶中定容,ICP测试。ICP测

试时先对标准曲线进行测试,然后对样品进行测试,样
品中砷含量结果可在仪器中直接生成,无需代入标注

曲线进行计算。
2.7.2 测试结果 见表10。

表9 9种农药残留检测结果

序号 药材名称 农残名称 单位 检出限 结果

1 鸡骨草 alpha-BHC mg/kg 0.1 未检出

2 鸡骨草 beta-BHC mg/kg 0.1 未检出

3 鸡骨草 gamma-BHC(Lindane) mg/kg 0.1 未检出

4 鸡骨草 delta-BHC mg/kg 0.1 未检出

5 鸡骨草 p,p′-DDE mg/kg 0.1 未检出

6 鸡骨草 p,p′-DDD mg/kg 0.1 未检出

7 鸡骨草 o,p′-DDT mg/kg 0.1 未检出

8 鸡骨草 p,p′-DDT mg/kg 0.1 未检出

9 鸡骨草 Quintozene mg/kg 0.1 未检出

图6 鸡骨草总离子流色谱图

表10 鸡骨草重金属检测结果

项目名称 单位 检出限 结果

As mg/kg 1 未检出

Cd mg/kg 1 未检出

Pb mg/kg 1 未检出

3 讨论

相思子碱是鸡骨草中主要成分之一,故以相思子

碱作为对照进行鸡骨草的研究。本研究参照了2015
版《中国药典》对制定药材标准技术的相关要求,通过

鸡骨草药材的性状特征、显微特征和薄层色谱等项可

以进一步有效鉴别鸡骨草药材真伪。薄层色谱结果斑

点清晰、对照品与供试品斑点对应的位置基本一致,分
离度良好;鸡骨草药材的水分、总灰分以及浸出物检查

结果符合2015年版《中国药典》规定,可以有效地评价

鸡骨草药材的质量。通过液相质谱联用法有效测定鸡

骨草中活性成分相思子碱的含量为4.3ng/ml,该方

法分离效果显著,供试品色谱中,在与对照品色谱相应

的位置上,显相同颜色的斑点,准确度高,操作简便。
采用气相质谱联用法对鸡骨草进行农药残留的检测,
结果表明该方法简洁高效,抗干扰能力强,灵敏度高;
采用电感耦合等离子体质谱法来检测鸡骨草中的As、
Cd和Pb重金属元素,该方法简单易操作,有利于其标

准限度的制定及合理用药。结果均未检测出重金属及

农药残留,表明该药材种植基地在周边大气、土壤及其

它环境良好无重金属污染。根据国际标准和我国标

准,说明此批鸡骨草药材质量很好,可以放心使用。本

论文的实验结果和方法可为提高广西壮药鸡骨草药材

质量标准提供参考,并为广西壮药鸡骨草药材的质量

控制提供理论依据。
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