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钴 60 辐照对柴胡药材有效成分的影响研究

吕望 1，徐放 2，3，吴赛伟 1，虞和永 1*
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摘要　目的：建立柴胡药材活性成分含量的 HPLC 测定方法，考察钴 60 射线辐照前后活性成分含量的变

化。方法：采用 C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），流动相为 0.1% 磷酸水溶液 - 乙腈，梯度洗脱，流速

1.0 mL·min-1，检测波长 210 nm，柱温 30 ℃。分别选择剂量为 5、8、10 kGy 对柴胡药材进行辐照，比较辐

照前后活性成分含量的变化，并进行成组 t 检验考察其显著情况。结果：柴胡皂苷 a、c、d 质量浓度分别

在 0.020~0.806、0.022~0.893 及 0.025~1.003 mg·mL-1 范围内有良好线性，平均加样回收率分别为 99.4%、

98.7% 和 99.8%；未经辐照的 6 批柴胡药材中柴胡皂苷 a、c、d 含量范围分别为 3.023~3.245、1.034~1.341
和 5.023~5.298 mg·g-1；经 10 kGy 辐照后，上述 3 个成分的含量范围分别为 2.975~3.226、0.823~0.978 和

4.963~5.136 mg·g-1；经过 5、8、10 kGy 辐照后，柴胡药材所含的成分柴胡皂苷 a、c、d 均有变化，经成组 t-
检验，在超过 5 kGy 后，柴胡皂苷 c 辐照前后含量变化显著（P<0.01）。结论：所建立的柴胡活性成分测定方

法可作为柴胡质控方法。在辐照剂量不超过 5 kGy 时，各成分变化不显著，可为柴胡药材辐照灭菌手段提

供参考。
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Abstract  Objective： To establish an HPLC method for determination of effective ingredients in Radix Bupleuri， 
and to investigate the effect of 60Co-γ ray irradiation on the effective components．Methods： The C18 column 

（4.6 mm×250 mm，5 μm） was adopted and the mobile phase consisted of 0.1% acetic acid（A） and acetonitrile
（B） with a gradient elution at the flow rate of 1.0 mL·min-1， the wavelength of UV detection was 210 nm， and the 

column temperature was 30 ℃．Radix Bupleuri was irradiated at the dose of 5， 8 and 10 kGy．Then contents of the
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active ingredients before and after irradiation were compared by t-test．Results： The linear range of saikosaponin a， saikosaponin 
c and saikosaponin d were 0.020-0.806 mg·mL-1， 0.022-0.893 mg·mL-1 and 0.025-1.003 mg·mL-1， respectively， and 
the average recoveries were 99.4%，98.7% and 99.7%， respectively．The content ranges of saikosaponin a， saikosaponin c and 
saikosaponin d in 6 non-irradiated Radix Bupleuri were 3.023-3.245 mg·g-1， 1.034-1.341 mg·g-1 and 5.023-5.298 mg·g-1， 
respectively； while the content ranges of those in the samples irradiated at 10 kGy were 2.975-3.226 mg·g-1， 
0.823-0.978 mg·g-1 and 4.963-5.136 mg·g-1， respectively．After irradiation at 5， 8 and 10 kGy， saikosaponin a， 
saikosaponin c and saikosaponin d in Radix Bupleuri changed．And significant difference was found between contents of 
saikosaponin c in samples irradiated at 5 kGy．Conclusion：The established method could be used in quality control of 
Radix Bupleuri. When the radiation was no more than 5 kGy， each active ingredient  did not change significantly．The 
proposed method provided reference for sterilization of Radix Bupleuri．
Keywords： Radix Bupleuri ；60Co-γ ray； saikosaponin； content variation； radiant sterilization； keeping fresh； 
preservation technology； HPLC

柴胡为伞形科植物柴胡（Bupleurum chinense DC.）
或狭叶柴胡（B. scorzonerifolium Willd.）的干燥根，按

性状不同，有“北柴胡”和“南柴胡”之分。其性味

辛、苦，微寒；归肝、胆、肺经；具有疏散退热、疏肝解

郁、升举阳气之功；临床用于治疗感冒发烧、寒热往

来、胸胁胀痛、月经不调、子宫脱垂、脱肛等症［1］。目

前对柴胡的质量控制研究较多，主要集中在黄酮类［2］ 

和皂苷类化合物［3-7］，而皂苷类成分是柴胡药材疏

肝解郁功效主要物质基础［8-10］，中国药典 2015 年版

一部也将柴胡皂苷 a、d 作为柴胡药材主要质量控制

指标。辐照技术是 20 世纪兴起的一种灭菌及保鲜

技术，是以 Χ 射线、γ 射线或高速电子束等电离辐

射产生的高能射线抑制病虫害的继续而达到杀虫、

杀菌等目的［11］。早在 1997 年，卫生部发布了《60Co
辐照中药灭菌剂量标准》（内部试行）的通知（卫药

发［1997］第 38 号），对部分药材的吸收剂量做了

规定，这也标志着辐照技术在医药工业行业的应用

得到了主管部门许可，可以用作中药材中微生物灭

活手段。但与食品相比，作为治病救人的中药材成

分复杂，若使用不当，辐照存在较多安全隐患［12］，

辐照杀菌对药材内在活性成分也有一定影响，王二

兵等［13］研究了钴［60Co］辐照灭菌对止嗽立效口服

液主要成分的影响，黄赵刚等［14］研究了不同剂量

钴［60Co］辐照对制痂酊中儿茶素和表儿茶素含量的 
影响。

本研究采用钴［60Co］对柴胡药材进行辐射，建

立皂苷类成分柴胡皂苷 a、c、d 含量检测方法，比较

辐照前后含量变化，并最终给出最大辐照强度条件，

为柴胡药材及其配方制剂的生产灭菌提供一定的参

考依据。

1　仪器和试药

Waters 公 司 2695 型 高 效 液 相 色 谱 仪（包

括 2489 型紫外检测器，Empower 2 色谱工作站）；

Agilent 公司 SB-C18 柱（4.6 mm×250 mm，5 μm；填

料：十八烷基硅烷键合硅胶）。深圳市金鹏源辐照

技术有限公司辐照源为 60Co-γ 射线辐照设备；梅

特勒公司 BS110 型电子天平；昆山超声波仪器有

限公司 KQ-250DB 型数控超声波清洗器（功率 250 
W）；默克密理博公司 Milli-QAcademic 超纯水系

统；天津泰斯特仪器有限公司 FW177 型中草药粉 
碎机。

对照品柴胡皂苷 a（批号 110777-201510，含量

以 93.2% 计）、柴胡皂苷 d（批号 110778-201510，含
量以 97.3% 计）购自中国食品药品检定研究院；柴胡

皂苷 c（批号 wkq-00114，含量≥ 98% 计）购自四川

省维克奇生物科技有限公司；胰酪胨大豆琼脂培养基

（批号：151222），沙氏琼脂培养基（批号：1512143），
pH7.0 无菌氯化钠 - 蛋白胨缓冲液（批号：160107）
均由北京三药科技开发公司生产；乙腈为色谱纯，水

为超纯水，其余试剂均为分析纯。

柴胡药材（批号 150634、151175、151239、160234、
160312、160121），购自黑龙江药材市场，经作者鉴定

为伞形科植物柴胡 Bupleurum chinense DC. 的干燥根。

取药材分别以剂量 5、8、10 kGy 辐照处理。
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2　方法与结果

2.1　灭菌效果检查

取 辐 照 48 h 的 供 试 品，粉 碎，称 取 10 g，加 
pH 7.0 无菌氯化钠 - 蛋白胨缓冲液至 100 mL，浸泡，

充分振摇，制成 1∶10 的供试液，按 10 倍稀释法制得

1∶100、1∶1 000 的供试液。取制备好的供试液 l mL，
置直径 90 mm 的无菌平皿中，注人 15~20 mL 温度不

超过 45 ℃熔化的胰酪大豆胨琼脂或沙氏葡萄糖琼

脂培养基，混匀，凝固，倒置培养，除另有规定外，胰

酪大豆胨琼脂培养基平板在 30~35 ℃培养 3~5 d，沙
氏葡萄糖琼脂培养基平板在 20~25 ℃培养 5~7 d，观
察菌落生长情况，点计平板上生长的所有需氧菌总

数、霉菌和酵母菌菌落数，计数并报告。结果见表 1。
从表 1 可以看出，随着辐照剂量增加，药材含菌量显

著降低，可见钴［60Co］辐照能有效除去柴胡药材中 
细菌。

表 1　辐照前后药材含菌量测定结果

Tab. 1　Results of bacteria level in the crude drug before and after irradiation

辐照剂量

（radiation dose）/
kGy

需氧菌总数（TAMC） 霉菌和酵母菌总数（TYMC）

辐照前含菌量（bacterial 
numbers before irradiation）/

（cfu·g-1）

辐照后含菌量（bacterial 
numbers after irradiation）/

（cfu·g-1）

成活率

（survival 
 rate）/%

辐照前含菌量（bacterial 
numbers before irradiation）/

（cfu·g-1）

辐照后含菌量

（bacterial numbers after 
irradiation）/（cfu·g-1）

成活率

（survival rate）
/%

5 158 000 320 0.20 108 21 19.44

8 132 000 27 0.02 112 2 1.79

10 149 000 1 <0.01 126 0 <0.01

2.2　溶液的制备

2.2.1　混合对照品溶液　分别精密称取柴胡皂苷 a
对照品 20.15 mg，柴胡皂苷 c 对照品 22.32 mg 及柴

胡皂苷 d 对照品 25.08 mg，置同一 25 mL 量瓶中，用

甲醇超声溶解并稀释至刻度，制成每 1 mL 中分别含

柴胡皂苷 a 0.806 mg，柴胡皂苷 c 0.893 mg，柴胡皂苷 
d 1.003 mg 的混合溶液，用 0.45 μm 微孔滤膜滤过，

取续滤液，即得。

2.2.2　供试品溶液　取药材适量，粉碎过 4 号筛，取

粉末约 1.0 g，精密称定，置 250 mL 具塞锥形瓶中，加

入含 5% 浓氨试液的甲醇溶液 50 mL，密塞，超声处

理（功率 250 W，频率 40 kHz，35 ℃水温） 45 min，用
定量滤纸滤过，用甲醇 40 mL 分 2 次洗涤容器及药

渣，洗液与滤液合并，回收溶剂至干。残渣加甲醇溶

解，转移至 5 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，滤过，

取续滤液，即得。

2.3　色谱条件

色 谱 柱：VenusiASB-C18 柱（4.6 mm×250 mm， 
5 μm）；流动相：0.1% 磷酸水溶液 - 乙腈系统，梯度洗

脱（0~10 min，15% 乙腈；10~30 min，15% → 40% 乙腈；

30~40 min，40% 乙 腈；40~50 min，40% → 60% 乙 腈； 
50~60 min，60% → 80% 乙腈）；检测波长：210 nm；流

速：1.0 mL·min-1；柱温：30 ℃，进样量：10 μL。取混 

合对照品溶液 10 μL 注入色谱仪，结果如图 1，各
色谱峰分离较好，理论板数以柴胡皂苷 c 计大于 
3 000。
2.4　方法学考察

2.4.1　线性关系考察  分别精密吸取混合对照品溶液

1、5、10、15、20、40 μL，按照本研究的色谱条件进行

测定，记录色谱图，以峰面积（Y）为纵坐标，对照品

质量浓度（X）为横坐标，分别绘制各组分标准曲线

并进行回归计算。结果各组分线性关系良好。取混

合对照品溶液适量，用甲醇逐步稀释，吸取 10 μL 进

行测定，取峰面积的信噪比为 10 倍（S/N=10）时的

对照品浓度为定量限（LOQ），回归方程及定量限见 
表 2。
2.4.2　精密度试验  精密吸取混合对照品溶液 
10 μL，连续进样 5 次，记录色谱图，以峰面积计柴

胡皂苷 a、c、d 的 RSD（n=5）分别为 0.9%、1.2% 和

0.2%， 说明仪器精密度良好。

2.4.3　重复性试验  取柴胡药材适量，粉碎过 4 号

筛，取细粉约 1 g，精密称定，按供试品溶液制备方法

平行制备 6 份溶液，依“2.3”项下色谱条件进行测

定，记录色谱图。结果柴胡皂苷 a、c、d 的平均含量

（n=6）分别为 3.126、1.153、5.241 mg·g-1，RSD 分别

为 0.3%、1.1% 和 0.4%，表明重复性良好。
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1. 柴胡皂苷 a（saikosaponin a）　2. 柴胡皂苷 c（saikosaponin c）　3. 柴胡皂苷 d（saikosaponin d）

图 1　柴胡 HPLC 对照品（A）和样品（B）HPLC 图

Fig. 1　HPLC chromatograms of reference substances （A） and sample （B）

表 2　线性关系和定量限

Tab. 2　Linearity and LOQ 

化合物

（compound）
回归方程

（regression equation）
r

线性范围（linear range）/ 
（mg·mL-1）

定量限（limit of quantification）/
（μg·mL-1）

柴胡皂苷 a（saikosaponin a） Y=24.65X+2.01 0.999 8 0.020~0.806 0.08

柴胡皂苷 c（saikosaponin c） Y=2.87X-6.03 0.999 0 0.022~0.893 1.24

柴胡皂苷 d（saikosaponin d） Y=13.87X+6.66 0.998 9 0.025~1.003 0.22

2.4.4　稳定性试验　取同一供试品溶液，设置液相色

谱仪的样品室及柱温箱温度为 30 ℃，分别于 0、3、6、
9、12、15、18、24 h 进样测定，记录色谱图。结果以峰

面积计柴胡皂苷 a、c、d 的 RSD（n=8）分别为 0.7%、

1.4% 和 0.8%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。

2.4.5　加样回收率试验　取柴胡药材粉末 6 份，每份

约 0.5 g，精密称定，分别加入柴胡皂苷 a、c、d 对照品

适量，按“2.2.2”项下方法制备供试溶液，按“2.3”项

下色谱条件进行分析，记录色谱图，计算各成分回收

率，结果见表 3。

2.5　样品测定

取辐照前后柴胡药材粉末 6 批，分别按“2.2.2”
项下方法制备供试品溶液，按“2.3”项下色谱条件

进行分析，记录色谱图，将峰面积代入回归方程分

别计算柴胡皂苷 a、c、d 的含量，结果见表 4。经成

组 t 检验，柴胡皂苷 a 的含量辐照前后两组之间差

异无统计学意义，辐照前后柴胡皂苷 c、d 两组之间

存在显著差异（P ＜ 0.05），可以认为辐照前后柴

胡皂苷 a 含量变化不大，而柴胡皂苷 c、d 含量变化 
较大。



 Journal  of  Pharmaceutical  Analysiswww.ywfxzz.cn 药物分析杂志Chinese

药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2017,37(6)        ·1139· 

表 3　加样回收试验结果（n=6）

Tab. 3　Recoveries

化合物

（compound）
样品含量

（original）/mg
加入量 

（spiked）/mg
测定量 

（found）/mg
回收率 

（recovery） /%
平均回收率 

（average recovery） /%
RSD/%

柴胡皂苷 a
（saikosaponin a）

1.567 2 1.561 0 3.117 2 99.65 99.4 0.3

1.622 5 1.574 0 3.170 5 99.19

1.546 1 1.552 3 3.066 1 98.96

1.554 6 1.539 3 3.073 7 99.35

1.511 7 1.502 7 3.006 4 99.73

1.612 3 1.515 2 3.115 3 99.61

柴胡皂苷 c
（saikosaponin c）

0.561 7 0.555 5 1.106 2 99.02 98.7 0.9

0.517 1 0.568 5 1.070 0 98.56

0.557 3 0.563 5 1.088 5 97.12

0.610 2 0.550 5 1.147 7 98.88

0.670 6 0.661 6 1.329 0 99.76

0.652 3 0.674 1 1.310 1 98.78

柴胡皂苷 d
（saikosaponin d）

2.616 1 2.609 8 5.236 9 100.21 99.8 0.2

2.615 1 2.622 8 5.211 9 99.50

2.649 2 2.655 4 5.291 3 99.75

2.645 6 2.642 4 5.287 8 100.00

2.511 6 2.502 6 5.006 1 99.84

2.609 3 2.515 1 5.112 2 99.76

表 4　样品的测定结果（mg·g-1，n=3）

Tab. 4　The determination results of the samples

样品（sample）

柴胡皂苷 a（saikosaponin a） 柴胡皂苷 c （saikosaponin c） 柴胡皂苷 d （saikosaponin d）

辐照前（before 
irradiation）

经 10 kGy 辐照 
（irradiated at 10 

kGy）

辐照前（before 
irradiation）

经 10 kGy 辐

照（irradiated 
at 10 kGy）

辐照前（before 
irradiation）

经 10 
kGy 辐照

（irradiated at 
10 kGy）

1 3.134 2.976 1.123 0.854 5.232 5.136

2 3.245 3.226 1.034 0.917 5.230 5.108

3 3.092 2.975 1.114 0.975 5.298 5.063

4 3.109 3.092 1.220 0.823 5.291 5.111

5 3.023 2.964 1.341 0.868 5.023 4.963

6 3.224 3.075 1.304 0.978 5.218 5.023

均值（mean） 3.138 3.052 1.190 0.903 5.216 5.068

SD 0.084 0.102 0.119 0.065 0.100 0.065

t- 检验（t- test） 0.606 0.165 3.033

显著性检验

（significance test，p）
0.139 0.000 42 0.013
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3　讨论

3.1　辐照剂量的选择

取 3 批柴胡药材（批号 160234、160312、160121），
分别以剂量 0、5、8、10 kGy 辐照处理后，粉碎过筛，

称取适量，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按

“2.3”项下色谱条件进行分析，记录色谱图，按外标法

计算各组分含量，考察其含量随辐照强度变化关系，

结果见图 2。

A. 柴胡皂苷 a（saikosaponin a）　B. 柴胡皂苷 c（saikosaponin c）　C. 柴

胡皂苷 d（saikosaponin d）

图 2　不同剂量钴 60 辐照对柴胡药材各成分含量的影响

Fig. 2　Effect of irradiation at different doses on contents of effective 
ingredients in Radix Bupleuri

从图 2 可以直观看出，柴胡皂苷 a、d 在辐照剂

量不高于 10 kGy 时含量变化不大，而柴胡皂苷 c 受

辐照强度的影响最大，在 5 kGy 剂量下，含量较辐照

前基本变化不大，当剂量增加到 8 kGy 时，含量降低

明显，这与“2.5”项下对含量数据进行的成组 t- 检

验结果一致，建议为防止柴胡皂苷 c 降解过度，钴

［60Co］辐照强度不宜高于 5 kGy。
3.2　提取条件的选择

由于柴胡皂苷具有环氧醚键，在提取过程中易

受到酸性成分或酚类的影响而发生结构转换［15］，宜

在碱性环境下提取，本研究采用 5% 浓氨试液的甲醇

水溶液作为提取介质，较好地保证提取过程中化合

物的稳定性。在提取方式上，先后考虑到回流提取、

浸渍过夜和超声提取等方式，结果回流提取 2 h 效果

最好；其次是超声提取，浸渍效果较差，而超声提取

率可以达到回流提取的 90%，且时间短，操作简单易

行，故以超声提取作为药材提取方法。

由于柴胡药材具有疏散退热、疏肝解郁等功效，

已广泛被应用于中药成方制剂中，因此，加强柴胡药

材的质量控制意义尤为重要。本研究通过考察钴

［60Co］辐照柴胡药材前后指标性活性成分含量的变

化，得出辐照剂量不得高于 5 kGy 的结论，为今后柴

胡药材的辐照灭菌提供参考。
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