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藏药镰形棘豆为豆科棘豆属（Oxytropis D. C.）植物镰形棘

豆Oxytropis falcata Bunge的干燥全草，藏药名为“莪达夏”[1]。

该植物药用部位为全草，味辛，性寒，有小毒，入肺、脾二经，具

有清热解毒、生肌愈疮、抗炎镇痛、涩脉止血等功效，在藏医临

床上广泛使用，享有“草药之王”的美誉[2-3]。镰形棘豆主要含

有黄酮、生物碱、皂苷等成分，药理研究表明其具有镇痛、抗

炎、抗氧化[4-5]、抗肿瘤[6-7]等活性，因此很多藏成药处方中都含

有它。生物碱类成分是棘豆属植物抗肿瘤的主要活性成分[8-10]，

而目前国内、外学者对镰形棘豆生物碱类成分的研究较少。

笔者前期对镰形棘豆的研究表明，其生物碱类成分具有明显

的抗肿瘤活性[11]，因而其总生物碱的定量分析对控制该药材及

其制剂质量显得尤为重要。

由于所含生物碱无紫外吸收，检测所受限制较大，到目前

为止尚未见关于镰形棘豆生物碱定量分析的相关报道。对于

没有紫外吸收的生物碱，常用的含量测定方法为两相滴定

法、酸性染料比色法、红外光谱法、薄层扫描法、气相色谱法

等 [12-13]。其中，酸性染料比色法的原理是根据在一定 pH介质

中，生物碱类与氢离子生成阳离子，一些酸性染料在此条件下

可解离成阴离子而与上述阳离子定量结合成有色络合物，从

而可被有机溶剂定量提取[14]。酸性染料比色法消除了两相滴

定法因终点观察困难所带来的误差，且分光光度计为常用仪

器，较之红外光谱仪和气相色谱仪更易获得，近年来常用于测

定总生物碱的含量[15-16]。本试验采用酸性染料比色法建立了

镰形棘豆总生物碱的定量分析方法，并对 11批次不同产地的

镰形棘豆进行了分析，旨在为镰形棘豆药材的质量评价提供

科学的依据与参考，也为今后进行镰形棘豆生物碱的深入研

究奠定基础。

1 材料
1.1 仪器

UV-2401PC紫外分光光度计（日本岛津公司）；AG285电

子天平（瑞士Mettler Toledo公司）；pHS-3C酸度计（上海康仪

仪器有限公司）；E-201-C pH复合电极（上海雷磁仪器厂）；高

速万能粉碎机（天津市泰斯特仪器有限公司）；KQ-500E超声

波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；HH-4数显恒温水浴锅

（常州国华电器有限公司）。

1.2 试剂

野决明碱对照品（芜湖甙尔塔医药科技有限公司，批号：

20100325，纯度＞95％）；磷酸氢二钠、柠檬酸、溴麝香草酚蓝、

甲醇、三氯甲烷等试剂均为分析纯。

1.3 药材

11批镰形棘豆药材样品分别来源于青海、甘肃、西藏，经
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摘 要 目的：建立无紫外吸收的藏药镰形棘豆总生物碱的定量分析方法。方法：采用酸性染料比色法，以野决明碱为对照品，溴

麝香草酚蓝为酸性染料，药材先用酸水提取，碱化后经有机溶剂振摇提取，检测波长为413 nm。结果：野决明碱进样量在20.06～

100.30 μg范围内与吸光度呈良好线性关系（r＝0.999 5）；平均加样回收率为100.7％，RSD＝1.41％（n＝6）。结论：该方法简便、准

确、可靠，可用作镰形棘豆中总生物碱的定量分析方法，为其质量评价提供科学依据。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the quantitative method for analysis of total alkaloids of Tibetan medicine Oxytropis falca-

ta. METHODS：Samples were extracted with acid water and then shook with organic solvent after alkalization，and the content of

total alkaloids in samples was assayed by acidic dye colorimetry using thermopsine as control and bromothymol blue as the acidic

dye. The detection wavelength was 413 nm. RESULTS：The linear ranges of thermopsine were 20.06-100.30 μg（r＝0.999 5）with

an average recovery of 100.7％（RSD＝1.41％，n＝6）. CONCLUSION：The method is simple，accurate and reliable，and it can be

used for quantitative analysis of total alkaloids in O. falcata and provides scientific basis for quality evaluation of it.
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南京中医药大学刘训红教授鉴定为豆科棘豆属植物镰形棘豆

O. falcata Bunge的干燥全草。

2 方法与结果
2.1 对照品溶液的制备

精密称取野决明碱对照品10.03 mg，加甲醇溶解并定容至

5 ml 量瓶中，作为对照品贮备液（2.006 mg/ml），用时稀释 20

倍，得到100.3 μg/ml的对照品溶液。

2.2 供试品溶液的制备

精密称取镰形棘豆药材粉末（过四号筛）2.0 g，置具塞锥

形瓶中，精密加入2.5％的乙酸20 ml，称质量，超声提取1 h（频

率：40 kHz，功率：70 W），放冷，再称质量，用2.5％的乙酸补足

失质量，滤过，滤液用1 mol/L的NaOH碱化至pH 10，石油醚振

摇提取3次，每次20 ml，碱水液继续用三氯甲烷振摇提取3次，

每次20 ml，取三氯甲烷层浓缩，以甲醇定容至5 ml量瓶中，作

为供试品溶液。

2.3 酸性染料质量分数的选择

在分液漏斗中加入磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液（pH 5.4）

5.0 ml，再分别加入质量分数为0.025％、0.05％、0.1％的溴麝香

草酚蓝溶液各2.0 ml，摇匀，以三氯甲烷8 ml振摇提取，静置2

h，提取液作为空白溶液，分别进行紫外全波长扫描。结果，质

量分数为0.05％的溴麝香草酚蓝溶液空白干扰小，且和样品显

色后吸光度较大，故选其作为酸性染料。

2.4 检测波长的选择

分别取野决明碱对照品溶液（100.3 μg/ml）50 μl和供试品

溶液 150 μl，挥干甲醇，精密加入磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液

（pH 5.4）5.0 ml，再分别加入 0.05％的溴麝香草酚蓝溶液 2.0

ml，转移至分液漏斗中，摇匀，以三氯甲烷8 ml振摇提取，静置

2 h，在300～500 nm波长范围内进行扫描，随行三氯甲烷作空

白。结果表明，供试品溶液和对照品溶液均在 413 nm波长处

有最大吸收，因此选择 413 nm作为检测波长。供试品和对照

品溶液的吸收图谱见图1。

2.5 最佳测试条件的选择

影响酸性染料比色法测定的因素包括缓冲液pH值、缓冲

溶液用量、酸性染料用量、三氯甲烷用量等。选用L9（34）表进

行正交试验，以吸光度为考察指标，对正交试验结果作直观

分析和方差分析，以判断各因素对酸性染料显色效果的影

响，确定其优化参数。正交试验结果和方差分析结果分别见

表 1、表 2。

表1 正交试验结果

Tab 1 Results of orthogonal tests

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

均值1

均值2

均值3

R

因素
缓冲液pH值（A）

1（4.0）

1（4.0）

1（4.0）

2（5.4）

2（5.4）

2（5.4）

3（7.6）

3（7.6）

3（7.6）

0.455

0.619

0.485

0.164

缓冲液用量（B），ml

1（4）

2（5）

3（6）

1（4）

2（5）

3（6）

1（4）

2（5）

3（6）

0.520

0.534

0.505

0.029

酸性染料用量（C），ml

1（0.5）

2（1）

3（2）

2（1）

3（2）

1（0.5）

3（2）

1（0.5）

2（1）

0.410

0.516

0.633

0.223

三氯甲烷用量（D），ml

1（8）

2（10）

3（12）

3（12）

1（8）

2（10）

2（10）

3（12）

1（8）

0.625

0.490

0.444

0.181

吸光度

0.451

0.436

0.478

0.539

0.852

0.465

0.569

0.314

0.573

表2 方差分析结果

Tab 2 Analysis of variance

方差来源
A

B

C

D

离差平方和
0.045

0.001

0.075

0.053

自由度
2

2

2

2

均方
0.022 5

0.000 5

0.037 5

0.026 5

F

45.000

1.000

75.000

53.000

P

＜0.05

＜0.05

＜0.05

注：F0.05（2，2）＝19.00

note：F0.05（2，2）＝19.00

由表1中的极差R值判断，各因素对吸光度的影响程度依

次为C＞D＞A＞B。表2结果表明，A、C、D 3个因素对吸光度

的影响有显著性差异（P＜0.05）。最佳组合为A2B2C3D1，即pH

5.4的提取液5 ml，加入溴麝香草酚蓝染料2 ml，以三氯甲烷8

ml振摇提取。本试验还对上述最佳组合进行了验证，结果表

明其准确、可行，RSD＝1.21％。

2.6 标准曲线的制备

分别精密吸取野决明碱对照品溶液 0.2、0.4、0.5、0.7、0.8、

1.0 ml，挥干甲醇，用少量三氯甲烷溶解，置分液漏斗中，按

“2.5”项下最佳测试条件操作，取三氯甲烷层于413 nm波长处

测定吸光度。以对照品进样量（x）为横坐标，吸光度（y）为纵坐

标，绘制标准曲线，得线性回归方程为 y＝0.008 6x+0.092 5

（r＝0.999 5，n＝6）。结果表明，野决明碱的进样量在 20.06～

100.30 μg范围内与吸光度呈良好的线性关系。

2.7 精密度试验

精密吸取对照品溶液和供试品溶液各适量，分别按“2.5”

项下最佳测试条件操作，取三氯甲烷层于 413 nm波长处测定

吸光度，连续 6次。结果，对照品和供试品的 RSD 分别为

0.14％和0.87％（n均为6），表明仪器和方法精密度均良好。

2.8 稳定性试验

取供试品溶液适量，室温下分别于 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、

3.0 h测定吸光度。结果，RSD＝1.2％（n＝6），表明供试品溶液

在3.0 h内基本稳定。

2.9 重复性试验
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图1 供试品和对照品溶液的吸收图谱

Fig 1 Absorption spectrum of test samples and control sol-

ution
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平行称取同一批样品6份，每份2.0 g，分别按“2.2”项下方

法制备供试品溶液。精密吸取1 ml，挥干甲醇，按“2.5”项下最

佳测试条件操作，取三氯甲烷层于413 nm波长处测定吸光度，

计算每份样品中总生物碱的含量。结果，每1 g样品平均含总

生物碱 0.100 7 mg，RSD＝1.18％（n＝6），表明方法重复性良

好。

2.10 加样回收率试验

精密称取 6份已知含量（0.100 7 mg/g）的样品各 1.0 g，精

密加入1.0 ml野决明碱对照品溶液，混匀，按“2.2”项下方法制

备供试品溶液，照“2.5”项下最佳测试条件测定吸光度。根据

野决明碱的标准曲线计算样品中总生物碱的含量，再计算加

样回收率，结果见表3。

表3 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 3 Results of recovery tests（n＝6）

称样量，g

1.005 4

1.002 8

1.000 5

0.998 7

1.001 8

1.003 1

样品含量，mg

0.101 2

0.101 0

0.100 8

0.100 6

0.100 9

0.101 0

加入量，mg

0.100 3

0.100 3

0.100 3

0.100 3

0.100 3

0.100 3

测得量，mg

0.202 0

0.202 8

0.200 7

0.199 8

0.201 9

0.204 3

回收率，％
100.5

101.5

99.7

98.9

100.7

103.0

x，％

100.7

RSD，％

1.41

2.11 样品含量测定

精密称取11批镰形棘豆药材粉末各2.0 g，分别按“2.2”项

下方法制备供试品溶液，照“2.5”项下最佳测试条件测定吸光

度，根据野决明碱的标准曲线计算样品中总生物碱的含量，结

果见表4。

表4 样品含量测定结果（n＝5）

Tab 4 Results of content determination of samples（n＝5）

批号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

采收地点
青海共和县
青海共和县
青海1

青海2

青海海北州
青海门源县
青海海南州
青海互助县甘淮乡
青海海晏县青海湖乡
甘肃
西藏

采收时间
2009-07

2010-07

2008-08

2008-08

2008-07

2008-08

2008-07

2008-07

2008-08

2008-08

2008-07-16

吸光度
0.439

0.296

0.578

0.371

0.485

0.597

0.390

0.401

0.453

0.333

0.287

总生物碱含量，mg/g

0.100 7

0.059 2

0.141 1

0.081 0

0.114 1

0.146 7

0.086 5

0.089 7

0.104 8

0.069 9

0.056 5

3 讨论
镰形棘豆生物碱类成分主要包括三类：一类是以野决明

碱、臭豆碱为代表的喹诺里西啶类生物碱；一类是以苦马豆素

为主的吲哚里西啶类生物碱；此外还含有较多的酰胺类生物

碱[17]。三类生物碱类成分极性差别较大，除了野决明碱等极性

较小的喹诺里西啶类生物碱外，还有极性较大的吲哚里西啶

类生物碱。在提取镰形棘豆总生物碱时如选用三氯甲烷、乙

醚等低极性溶剂，除了有易燃、毒性大等弊端之外，还存在提

取不完全的问题，因此本试验选用2.5％的乙酸为提取溶剂。

本试验采用酸性染料比色法，选取野决明碱为对照品，在

pH 5.4下与溴麝香草酚蓝定量显色，镰形棘豆中的生物碱在此

条件下凡能与溴麝香草酚蓝显色的成分均可被检测出，从而

求得相对总生物碱的含量。该法灵敏度高、结果稳定、操作简

便，易于推广应用。

对不同产地不同批次的镰形棘豆总生物碱含量测定后发

现，青海不同地域不同批号的镰形棘豆药材每1 g约含总生物

碱 0.1 mg，是甘肃和西藏药材总生物碱含量的近 2倍，其中尤

以青海门源县的镰形棘豆总生物碱含量为高。批号1和批号2

两批样品均来自青海共和县，含量却相差近 2倍，可能与采收

时间、贮藏条件等因素有关。生物碱含量与采收时间、贮藏条

件等因素的关系有待进一步研究。

综上，本试验结果可为镰形棘豆质量标准的制定提供一

定的依据，也可为后续的药理实验提供一定的理论基础。
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