绞股蓝提取物技术要求编制说明
一、项目研究背景

绞股蓝，别名七叶胆、小母猪藤、遍地生根、南人参、公罗锅底、五叶参、小苦药、小叶五爪龙等，为多年生攀援草本植物。多分布于亚热带和北亚热带地区，我国主要分布于秦岭和长江以南地区，如陕西安康、湖北神农架、广西金秀等，其中陕西安康的平利县、宁陕县盛产绞股蓝，平利还被列为中国绞股蓝原产地。全世界已知绞股蓝属植物有16种2变种，我国有14种2变种，主要生长于海拔300～3200米的山谷密林、丘陵、山坡和石山地区的阴湿地带。
绞股蓝生药为干燥皱缩的全草。颜色为黄绿色，呈粒状或段状，具清香。《卫生部关于进一步规范保健食品原料管理的通知》（卫法监发[2002]51号）的附件2将绞股蓝列入可用于保健食品的物品名单。因来源不同，口感有差异，一般可分为苦味型、淡味型和甜味型。苦味型可作为医药或化工原料；淡味型可以作为生产保健饮品和保健食品添加剂的原料；甜味型除上述用途外，还是生产叶型、袋泡型饮品和保健烟、保健酒的最佳原料。

绞股蓝提取物（Gynostemma Extract）是以绞股蓝为原料经提取分离制成的产品。本品从葫芦科植物绞股蓝Gynostemma pentaphyllum（Thunb.）Makino全草中提取得到。目前，由于国内从事绞股蓝植物提取的企业大多规模小，设备落后，缺乏市场研发和技术研发力量，造成产品质量缺乏竞争力，加之缺乏有效的质控标准，一些劣质产品甚至掺伪产品进入市场，影响了整个行业发展，并威胁到以此为原料的保健食品质量。有关的中成药制剂主要有绞股蓝总甙片、绞股蓝总苷颗粒、绞股蓝总苷胶囊、绞股蓝总苷软胶囊等，在保健食品中主要用于辅助降血脂、降血压、降血糖等，目前多以茶剂形式存在。

绞股蓝及其提取物的检测标准急需制定更新。《中国药典》2005年版、2010年版均未收载绞股蓝药材标准，最新的地方标准见于《湖南省中药材标准》（2009年版）；绞股蓝总甙标准为卫生部部标准【WS3-Z-006-93(Z)】，该标准方法陈旧，且绞股蓝皂甙-A对照品常年无供应，已严重不适应对绞股蓝提取物的质量控制，造成市场上绞股蓝提取物总苷含量标注虚高，非法掺伪、掺杂现象严重。

在此背景下，国家食品药品监督管理局食品司组织陕西省食品药品监督管理局、陕西省食品药品检验所对绞股蓝提取物展开研究，制定符合先进生产工艺及产品的绞股蓝提取物技术要求。

二、仪器、试样、试药

1、主要检测仪器

Waters Alliance HT高效液相色谱仪，Empower工作站；奥泰2000型蒸发光散射检测器；QUATTRO MICRO API三重四极质谱仪；Angilent 7890气相色谱仪；岛津GCMS-QP2010；Sartorius AGME 235S 型电子分析天平，Sartorius BS224S型电子分析天平；H66025型超声波清洗仪。 

2、试剂与试药

甲醇、乙腈（色谱纯，美国TEDIA公司）；水为GB/T 6682规定的一级水；其它试剂除注明外均为分析纯；硅胶G（青岛海洋化工厂）。

3、对照品

该标准中用到的对照品为绞股蓝皂苷XL IX（批号：20100619，ELSD和UV检测，归一化法含量均大于99.0%，陕西省食品药品检验所提供）。

卫生部部标准【WS3-Z-006-93(Z)】收录有绞股蓝皂甙-A的薄层鉴别和以绞股蓝皂甙-A为对照品进行测定的总皂苷含量测定。但绞股蓝皂甙-A对照品仅在1994年中检所发行过一批，且纯度仅为87.55%，研究证实其有一同分异构体难以分离，多年来，再无法定单位提供。我所得到的安康北医大和安康正大提供的两种声称为“绞股蓝皂甙-A”的对照品，经实验验证【色谱条件：流动相：乙腈-水（35:65）；C18色谱柱；二极管阵列检测器】，二者在液相色谱上出峰时间有较大差异，可以肯定不是同一种化合物。

查阅各种国内外文献，日本科学家“绞股蓝之父”竹本常松于1984年在绞股蓝中发现绞股蓝皂苷XL IX（CAS号：94987-08-3），并对其进行结构鉴定和确证。药理学研究表明，绞股蓝皂苷XL IX与绞股蓝总皂苷药理作用基本一致。多批次试验证明，其含量在绞股蓝提取物中高达6%～20%，且专属性强，目前未见在其他科属植物中发现的报道。国际上诸多文献如《SPECTROSCOPIC DATA of SAPONINS  The Triterpenoid Glycosides VOLUME I》、《Gypenoside XL IX，a naturally occurring gynosaponin,PPAR-alpha dependently inhibits LPS-induced tissue factor expression and activity in human THP-1 monocytic cells》等报导的名称均为绞股蓝皂苷XL IX。鉴于绞股蓝皂苷XL IX国内外均无法定单位提供，我所与西安鸿程生物科技有限公司合作，提取精制出绞股蓝总皂苷中的标志性成分绞股蓝皂苷XL IX（HPLC-UV与HPLC-ELSD测定纯度均大于99%）。该对照品与安康北医大提供的声称为“绞股蓝皂苷A”的分子式、结构以及CAS号等完全一致，经实验比对验证，二者为同一化合物，仅在纯度上有所区别，我所提取精制的对照品溶解性、纯度均高于后者。为了与国际统一，避免混淆，我们采用绞股蓝皂苷XL IX作为其标志性成分。

经鉴定：绞股蓝皂苷XL IX为白色结晶性粉末。根据13C-NMR，DEPT，MS 及元素分析确定分子式为C52H86O21，分子量为1047.23，Liebermann反应阳性。IR cm-1 ：3418,1044 有强的羟基吸收；在1701处有一羰基吸收峰；1379,1260有四环三萜的特征吸收峰。其乙酰化物的IR谱无羟基吸收。1H-NMR谱在低场区δ 5.02 ppm（1H,d,J = 7.89 Hz）处多一质子信号，归属于葡萄糖的端基质子。13C-NMR 谱中C21 δ 66.87向低场位移至76.36，说明分子中C21羟基与糖结合成甙。δ 46.13,76.31及36.70各信号分别归属于C17,C20及C22。由于C21羟基甙化的影响，各碳原子分别位移-0.06，-0.20和+0.05 ppm，多出一组葡萄糖信号，分别为δ 106.25，75.54，78.65，71.82，78.71和62.93 ppm。
[image: image1.png]Spectroscop G # - Windows Internet Explorer

©© + [ irr: /b0, soosle. com, Hi/books7i =352 wCnBaDCpe=P ka9 34 e=PAGS3sdao138T-05- 31 source=blaot =il ) (B[4 [x] [P miez ol

IfHE REE TEO® EEW IAD #HO

Yo bk | f5 UAHISENM, ver... @200 v B RR Hotnail B IS -

22~ 49 94987-08-3 - Googl. . Spectroscopic data... $f Spectroscopic da... x| | BHc B O - AEE 2@~ TAQ~ @+ 7

Googl(sx % [04987-08.3 (Egms | EERE EOEBE | EX

Spectroscopic data of saponins: the triterpenoid glycosides fr#: Vigar Uddin Ahmad Anwer Basha

[ setravsese Q& [@ HER- #H6um ENEN o flE YRE
2 : EEBPR A 9498708 3 MIFRERIHE 14, HEE 14 ELiitik oy

(1-52)-{p-D-xylopyranosyl-(1->3)-a-L-arabinopyranoside]-

21-O-[B-D-glucopyranoside] ester
94987083 [EZ3]
EEHENEBE v
! s Source : Gynostemma pentaphyllum
TR Makino (Cucurbitaceae)
CRC Press Mol. Formula : Cs;HgsOn
CP1897 com Mol. Wt. : 1046
2, g
Paddyfield lﬂ]p( 1.7° (¢=2.9, MeOH)
ShoplnHK. Registry No. : [94987-08-3]
ST
By HOCH,
nXEB ~
BN

Identify Small Molecules
Library Searching Without
Libraries Search accurate-mass
MS/MS data

ww MathSpec.com

CRC ressH AT EMBTHILRTT. 51T

HO OH

PMR (CsDsN, 200 MHz) : 8 0.85 (s, CHs), 0.95 (s, CHy), 1.08 (5, CHs), 124 (s,
CH), 163 (s, CHy), 1.65 (s, CHy), 160 (d, J=6.0 Hz, CHj of Rha), 331 (dd,
J-110, 3.5 Hz, H-3), 4.89 (d, J=5.8 Hz, anomeric H), 5.01 (d, J<7.5 Hz,
anomeric H). 5.05 (d. J=7.5 Hz, anomeric H). 6.16 (s, anomeric H), 10.34 (s,
CHO).

Internet





图1 绞股蓝皂甙XL IX结构式

另外，在部分研究文献或标准中，有使用人参皂苷Rb1或人参皂苷Re作为绞股蓝产品对照的情况。但是，研究表明，测定绞股蓝及其制剂中总皂苷的含量，不宜用人参皂苷Rb1或人参皂苷Re作对照品进行测定。我们在所测定的绞股蓝提取物中均未检出人参皂苷Rb1或人参皂苷Re，检出绞股蓝皂苷XL IX以及绞股蓝皂甙-A。
4、试样

鉴于我省安康地区为绞股蓝主产地，我所于2010年4月13日赴安康地区对绞股蓝品种基源、资源、生产加工状况进行了考察，并收集了安康、四川绞股蓝原料各1批。同时，委托西安盛兴中药饮片有限公司从湖北、湖南、安徽各购进了2批绞股蓝原料（各200 kg）（按照《湖南省中药材标准（2009年版）》检验，安徽产地的2批绞股蓝不符合规定，作退货处理，其余6批原料符合规定），并委托陕西昂盛生物医药科技有限公司加工。与此同时，搜集购买绞股蓝提取物样品20余批。
三、工艺制法

绞股蓝提取物主要功效成分为绞股蓝皂苷，国内多数生产厂家对企业工艺严格保密，仅提供粗略工艺，核心技术不外泄；生产工艺的不同导致不同企业的绞股蓝总皂苷含量、重金属、溶剂残留等差异较大。我们根据不同厂家提供的生产工艺及文献资料，研究可行的制法。制法不同于生产工艺，只需规定工艺中的主要步骤和必要的技术参数即可，一般只明确提取溶剂的名称和提取、分离、浓缩、干燥等步骤及必要的条件

制法1：绞股蓝干燥全草，经拣选、洗涤、切制后，水煎煮3次，合并提取液过滤后，采用水饱和的正丁醇萃取三次，合并正丁醇液，过滤后用水洗涤，浓缩正丁醇液，干燥、收粉，即得。

制法2：绞股蓝干燥全草，经拣选、洗涤、切制后，水煎煮3次，合并提取液过滤后，通过大孔吸附树脂，水洗后用甲醇（或乙醇）洗脱，洗脱液经浓缩、干燥、收粉，即得。

制法3：绞股蓝干燥全草，经拣选、洗涤、切制后，10倍量75%乙醇浸泡12 h，超声提取3次，每次80分钟，合并提取液，过滤，回收乙醇，加水稀释至含醇量在5%以下，过滤，通过D101大孔吸附树脂，水洗后用甲醇（或乙醇）洗脱，洗脱液经浓缩、干燥、收粉，即得。

制法4：取绞股蓝全草，经拣选、洗涤后，切成2～4cm段，加乙醇加热回流提取两次，提取液滤过，合并滤液，采用D101大孔吸附树脂和LSI-010脱盐树脂吸附净化，回收乙醇，浓缩成浸膏，70℃减压干燥，粉碎，过筛，装袋，封口，即得。

结果显示，制法1生产出的样品颜色为棕褐色，溶解性差，皂苷含量低，溶剂残留量大，但得率高；制法2生产出的样品颜色为棕褐色，溶解性差，得率较低；制法3较制法2略好，得率有所提高；制法4生产出的绞股蓝提取物感官指标及溶解性、重金属、溶剂残留以及总皂苷含量等各项指标均优于前三种制法，故技术要求中以此为准。
另外，由于各个厂家所用净化树脂以及生产设备不同，所以技术要求中没有规定具体的树脂种类以及浸膏的相对密度。

表1  不同制法试制样品的主要差别

	制法      特征
	颜色
	溶解性（乙醇）
	总皂苷含量（%）
	得率（%）

	制法1
	棕褐色
	微溶
	60
	5.8

	制法2
	黄褐色
	溶解
	70
	2.1

	制法3
	棕黄色
	溶解
	85
	2.8

	制法4
	黄白色
	易溶
	95
	2.7


制法确立后，我所委托陕西昂胜生物医药科技有限公司按照制法4生产绞股蓝提取物，我所技术人员全程参与生产过程，最终制备出4批合格的产品（批号分别为20100930、20101001、20101002、20101003），以供技术要求研究用。

四、感官要求

32批样品感官特征相同点是滋味、气味、性状和杂质特征类似；不同点是颜色差异较大，从棕褐色→黄褐色→淡黄色→黄白色→类白色；分析认为主要是因为工艺差别较大，有醇提和水提、脱色和未脱色、正丁醇萃取或大孔树脂净化之分，并且所用树脂类型差异较大。

根据样品实际情况、绞股蓝皂苷的特点以及我所委托加工的样品的特征暂定如下，见表2。
表2
	项目
	要求

	色泽
	为黄白色至淡黄色的粉末

	滋味、气味
	气微，味苦，无异味

	性状
	干燥均匀的粉末

	杂质
	无肉眼可见的外来杂质


五、理化指标

1、溶解性

皂苷类成分大多为白色或乳白色的无定形粉末，味苦而辛辣，具吸湿性，能刺激粘膜而引起喷嚏，无明显的熔点。可溶于水，易溶于热水、热甲醇、热乙醇，不溶于乙醚、苯等极性小的有机溶剂。皂苷易溶于水饱和的丁醇或戊醇，因此常从水溶液中用丁醇或戊醇提取，借以与糖、蛋白质等亲水性成分分开。绞股蓝提取物中主要成分为绞股蓝皂苷，同样具备皂苷的溶解特性。

我们参照卫生部部标准【WS3-Z-006-93(Z)】项下规定，依照《中华人民共和国药典》2010年版一部中凡例第二十一条测定，结果大部分样品由于工艺落后或掺伪等原因在甲醇及乙醇中溶解性略差，仅有部分样品易溶于甲醇及乙醇。考虑到已有标准以及大多数厂家绞股蓝提取物标称总皂苷含量在90%以上，本着促进企业改进生产工艺、提高产品竞争力的原则，我们将溶解性规定为：

在甲醇及乙醇中易溶，在乙醚或氯仿中几乎不溶，在石油醚（30～60℃）中不溶。

2、粒度

参照《中国药典2010年版一部》凡例“计量”项下有关粉末的定义、提取物标准，样品制法以及样品实际粒度大小，特制订如下操作方法和限度，以期达到中细粉的要求。

根据测试结果规定，本品在100目筛的通过率应大于90%。

3、泡沫试验

此为皂苷泡沫试验，泡沫试验是检查皂苷的经典方法，可迅速初步判断样品中是否含有皂苷类成分。

操作方法：取粉末0.1 g，置试管中，加水2 mL，用力振摇，如产生持久性泡沫 （15min以上） 即为阳性反应。

结果32批样品均呈阳性反应，均符合规定。
4、化学反应

当前，植物提取物行业由于缺乏检测标准以及有效管理，在生产后期以及销售领域，为增加产量或制备比例提取物，存在掺入淀粉或糊精的行为，为遏制此类行为，制定本检测方法。

该方法为淀粉或糊精的特征化学反应，可有效判断样品中是否掺杂有糊精或淀粉，该反应与泡沫试验可用于现场打假。

操作方法：取本品0.1 g，置试管中，加水5 mL，用力振摇，加碘试液1～2滴，不得显蓝紫色或紫红色。

结果：检查结果发现有3批样品呈阳性反应，不符合规定；其余29批样品均呈阴性反应，符合规定。

该法检测灵敏度较高，可满足掺伪5%以上淀粉或2%以上糊精的绞股蓝提取物的检测。

5、干燥失重：

按《中华人民共和国药典》2010年版一部附录IX G测定。根据表6测试结果规定，规定本品干燥失重不得过5.0%。

6、炽灼残渣：

按《中华人民共和国药典》2010年版一部附录IX J测定。根据表6测试结果规定，规定本品炽灼残渣不得过1.0%。

7、薄层色谱

在原卫生部绞股蓝皂甙标准基础上建立此薄层鉴别方法，并采用绞股蓝皂苷XL IX代替绞股蓝皂甙-A。绞股蓝皂苷XL IX是绞股蓝提取物中的主要和特征成分之一，采用此薄层方法可有效鉴别绞股蓝提取物的真伪。

方法：取本品0.2 g，加甲醇10 mL，超声处理10 min，滤过，滤液浓缩至约1 mL，作为供试品溶液。另取绞股蓝皂苷XL IX对照品，加甲醇制成每1 mL含2 mg的溶液，作为对照品溶液。照薄层色谱法（中国药典2010年版一部附录Ⅵ B）试验，吸取上述二种溶液各5 μL，分别点于同一硅胶G薄层板上，以三氯甲烷-乙酸乙酯-甲醇-水（15:40:22:10）10 ℃以下放置的下层溶液为展开剂，展开，取出，晾干，喷以10%硫酸乙醇溶液，在105 ℃加热至斑点显色清晰，分别置日光和紫外光灯（365 nm）下检视。供试品色谱中，在与对照品色谱相应的位置上，日光下显相同颜色的斑点，紫外光灯下显相同颜色的荧光斑点。
 样品示88888888888888













































































































结果：32批样品中，在与对照品色谱相应的位置上，日光下显相同颜色的斑点，紫外光灯下显相同颜色的荧光斑点。该方法专属性强，Rf值适中，列入技术要求正文。
8、溶剂残留

绞股蓝提取物因主要成分为绞股蓝皂苷，各生产厂方工艺不同，有的采用大孔树脂净化、有的用正丁醇萃取，有的企业为了降低成本使用二类溶剂甲醇提取，甚至还有一些未知的特殊提取方法。各种提取方法都可能带来一些有害的溶剂残留，所以必须对其残留量加以控制。

本文基于上述工艺以及国家食品药品监督管理局2005年发布的“应用大孔吸附树脂分离纯化工艺生产的保健食品申报与审评规定（试行）”（国食药监注[2005]202号）的规定，并采用毛细管气相色谱法、毛细管气相色谱-质谱联用法，配以顶空进样，研究可能存在的几种残留物即甲醇、正丁醇、正己烷、苯、甲苯、邻二甲苯、对二甲苯、1,2-二乙基苯、苯乙烯、二乙烯苯进行研究，通过GC-MS实验还发现有异丁醇、三氯甲烷等溶剂残留，并经GC-MS确证。该法操作简便，重现性好，可满足本品的质量控制。

（1）仪器与试剂

Agilent 7890气相色谱仪，氢火焰离子化检测器（FID），G1888顶空进样器；北京中惠普分析技术研究所GCK 3308全自动空气源；GCMS-QP2010气相色谱-质谱联用仪；甲醇、正丁醇、异丁醇、正己烷、苯、甲苯、邻二甲苯、对二甲苯、1,2-二乙基苯、苯乙烯、二乙烯苯、三氯甲烷以及N,N-二甲基甲酰胺均为色谱纯。

（2）色谱和顶空条件

试验中考察了DB-624、DB-5、DB-WAX三款毛细管色谱柱，并对程序升温条件进行优化；考虑到以上溶剂的沸点不一，如甲苯、正丁醇、异丁醇沸点均超过100℃，故对顶空瓶平衡温度进行优化，为使残留组分在样品基质中达到与系列标准溶液一致的蒸气压，并兼顾高温加热条件下样品热降解的可能性，最终确定如下色谱和顶空条件。

色谱柱：以键合/交联聚乙二醇为固定相的毛细管柱（柱长为30 m，内径为0.32 mm，膜厚度为0.50 μm）；柱温为程序升温，起始温度为40 ℃，保持5 min，以每分钟10 ℃升温至150 ℃，保持1 min，再以每分钟20 ℃升温至200 ℃，保持2 min；用氢火焰离子化检测器检测，检测器温度250 ℃；进样口温度200 ℃；载气为氮气，流速为1.5 mL/min；顶空进样，顶空瓶平衡温度为90 ℃，平衡时间为30 min。理论板数以邻二甲苯峰计算应不低于50000。
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图2 对照品分离示意图
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图3 绞股蓝提取物分离示意图（正丁醇萃取法）
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图4 绞股蓝提取物分离示意图（大孔树脂法）

（3）对照品溶液的制备

精密称取甲醇、正丁醇、异丁醇、氯仿、正己烷、苯、甲苯、对二甲苯、邻二甲苯、苯乙烯、1,2-二乙基苯和二乙烯苯对照品适量，加50% N,N-二甲基甲酰胺溶液制成每1 mL中分别含甲醇、正丁醇、异丁醇、氯仿、正己烷、苯、甲苯、对二甲苯、邻二甲苯、苯乙烯、1,2-二乙基苯和二乙烯苯500 μg、500 μg、500 μg、5 μg、5 μg、1 μg、5 μg、5 μg、5 μg、5 μg、5 μg和1 μg的溶液，作为对照品贮备液。

（4）线性关系考察

精密吸取上述对照品贮备液适量，置50 mL量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，制成系列浓度对照品溶液。精密量取5 mL，置20 mL顶空瓶中，密封，即得。

以浓度为横坐标，以峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，求得回归方程。二乙烯苯以其同分异构体的峰面积之和计。结果见表3。

（5）检测限试验

精密吸取上述对照品贮备液适量，加水稀释逐级稀释，当信噪比（S/N=3）时得到12种溶剂的最低检测限，见表3。

（6）重复性试验

精密吸取上述贮备液1 mL，置50 mL量瓶中，加5% N,N-二甲基甲酰胺溶液稀释至刻度，摇匀（甲醇、正丁醇、异丁醇、氯仿、正己烷、苯、甲苯、对二甲苯、邻二甲苯、苯乙烯、1,2-二乙基苯和二乙烯苯），精密量取5 mL，置20 mL顶空瓶中（共6份），密封，测定，计算各对照品峰面积积分值的RSD%，见表3。

（7）样品处理方法的选择确认及方法检测限

本品主要为皂苷类成分，在水中溶解性较好，故选择以水作溶剂，但由于本品主含皂苷类成分，皂苷类成分在振摇中会产生大量持久性泡沫，故取样量不宜过大，且不宜振摇，测试中选择了取样0.1 g、0.2 g、0.3 g、0.4 g、0.5 g、1.0 g，加水密封后，采用超声处理以利于充分溶解。考虑到该产品特性，最终确立方法如下：

取本品约0.1 g，精密称定，置20 mL顶空瓶中，精密加入纯化水5 mL，密封，超声处理10 min，置入顶空进样器中，测定，即得。

方法检测限见表3。【特别说明：国家食品药品监督管理局2005年发布的“应用大孔吸附树脂分离纯化工艺生产的保健食品申报与审评规定（试行）”（国食药监注[2005]202号）第四条规定“对用苯乙烯骨架型树脂制备的原料中二乙烯苯含量要求为小于50 μg/kg。但是由于该品种的特殊性，在本品种中二乙烯苯残留的方法检测限只能达到0.4 mg/kg，虽然不能确认生产中是否使用了苯乙烯骨架型树脂。】

表3 线性关系和检测限结果表

	组分
	线性范围

（μg.mL-1）
	回归方程
	r
	检测限

（ng.mL-1）
	方法检测限

（mg/kg）
	重复性

（RSD）/%

	甲醇
	500～1
	Y=0.1025X-0.0756
	0.9999
	400
	20
	1.3

	正丁醇
	100～0.2
	Y=0.5022X-0.1650
	0.9999
	200
	10
	2.5

	异丁醇
	100～0.2
	Y=0.6967X-0.2399
	0.9999
	200
	10
	1.2

	氯仿
	100～0.2
	Y=0.7257X-0.9183
	0.9996
	200
	10
	4.1

	正己烷
	10～0.04
	Y=3.7932X-0.7099
	0.9995
	20
	1.0
	4.9

	苯
	10～0.02
	Y=9.3018X-1.1243
	0.9997
	8
	0.4
	1.6

	甲苯
	10～0.02
	Y=9.8338X-0.9047
	0.9997
	8
	0.4
	3.2

	对二甲苯
	10～0.02
	Y=10.2470X-0.8785
	0.9997
	8
	0.4
	2.9

	邻二甲苯
	10～0.02
	Y=10.2370X-0.8247
	0.9997
	8
	0.4
	2.1

	苯乙烯
	10～0.02
	Y=9.5698X-0.6132
	0.9998
	8
	0.4
	3.6

	1,2-二乙基苯
	10～0.02
	Y=11.0530X-0.7222
	0.9998
	8
	0.4
	2.8

	二乙烯苯
	10～0.02
	Y=9.4015X-0.3644
	0.9999
	8
	0.4
	4.3


（7）回收率试验

精密称取已知溶剂残留量的绞股蓝提取物（批号：20101001）0.1 g（共6份），精密加入“重复性试验”项下配制的对照品溶液5 mL，密封，测定，计算回收率，见表4。

表4 回收率试验结果

	组分
	平均回收率（%）
	RSD（%）

	甲醇
	90.2
	1.6

	正丁醇
	93.1
	3.5

	异丁醇
	94.2
	2.2

	氯仿
	91.8
	3.8

	正己烷
	88.5
	3.6

	苯
	95.3
	2.7

	甲苯
	99.5
	2.5


	对二甲苯
	95.4
	1.2

	邻二甲苯
	94.6
	1.1

	苯乙烯
	92.7
	3.9

	1,2-二乙基苯
	94.6
	1.6

	二乙烯苯
	85.6
	4.6


（8）限度制定及样品测定

参照《中国药典2010年版》附录“残留溶剂测定法”、人用药品注册技术要求国际协调会( ICH )以及国家食品药品监督管理局2005年发布的“应用大孔吸附树脂分离纯化工艺生产的保健食品申报与审评规定（试行）”（国食药监注[2005]202号）的有关规定及要求，并结合保健食品的长期食用特点，暂定限度如下：

表5 绞股蓝提取物中溶剂残留限度表

	溶剂名称
	溶剂类别
	本技术要求限度

（mg/kg）
	ICH规定

（mg/kg）
	《中国药典2010年版一部》有关提取物大孔树脂残留的限度（mg/kg）

	甲醇/(mg/kg)
	二类
	≤500
	3000
	/

	正丁醇/(mg/kg)
	三类
	≤500
	5000
	/

	异丁醇/(mg/kg)
	三类
	≤500
	5000
	/

	氯仿/(mg/kg)
	二类
	≤5
	60
	/

	正己烷/( mg/kg)
	二类
	≤5
	290
	20

	甲苯/( mg/kg)
	二类
	≤5
	890
	20

	对二甲苯/( mg/kg)
	/
	≤5
	未单独

规定
	20

	邻二甲苯/( mg/kg)
	/
	≤5
	
	20

	苯乙烯/( mg/kg)
	/
	≤5
	/
	20

	1,2-二乙基苯/( mg/kg)
	/
	≤5
	/
	20

	二乙烯苯/( mg/kg)
	/
	≤1
	/
	20

	苯/( mg/kg)
	一类
	≤1
	2
	2


表6 样品溶剂残留测定结果表

	编号
	检出主要溶剂种类
	超标溶剂
	可能的工艺

	1
	正丁醇、异丁醇
	/
	制法1

	2
	甲醇、乙醇
	/
	制法2

	3
	甲醇、乙醇
	/
	制法3

	4
	甲醇、乙醇
	/
	制法4

	5
	甲醇、乙醇
	/
	制法4

	6
	甲醇、乙醇
	/
	制法4

	7
	甲醇、乙醇
	/
	制法4

	8
	甲醇、乙醇
	/
	制法4

	9
	甲醇、乙醇
	/
	制法4

	10
	正己烷、乙醇、氯仿、正丁醇
	氯仿
	制法1+其他

	11
	正己烷、乙醇、氯仿、正丁醇
	氯仿
	制法1+其他

	12
	正己烷、乙醇、氯仿、正丁醇
	氯仿
	制法1+其他

	13
	正己烷、乙醇、氯仿、正丁醇
	氯仿
	制法1+其他

	14
	正己烷、乙醇、氯仿、异丁醇、正丁醇、1,2-二乙基苯、二乙烯苯
	氯仿
	制法1+其他

	15
	正己烷、乙醇、氯仿、异丁醇、正丁醇、对二甲苯
	正丁醇
	制法1+其他

	16
	正己烷、乙醇、氯仿、异丁醇、正丁醇、对二甲苯
	氯仿
	制法1+其他

	17
	正己烷、乙醇、氯仿、异丁醇、正丁醇、苯乙烯
	异丁醇、正丁醇
	制法1+其他

	18
	甲醇、乙醇
	/
	制法4

	19
	乙醇、氯仿、正丁醇
	氯仿、正丁醇
	制法1+其他

	20
	乙醇、氯仿、正丁醇
	氯仿、正丁醇
	制法1+其他

	21
	乙醇、氯仿、正丁醇
	氯仿、正丁醇
	制法1+其他

	22
	正己烷、乙醇、氯仿、异丁醇、正丁醇、邻二甲苯
	氯仿、正丁醇
	制法1+其他

	23
	正己烷、乙醇、氯仿、异丁醇、正丁醇、邻二甲苯
	氯仿、正丁醇
	制法1+其他

	24
	正己烷、乙醇、氯仿、异丁醇、正丁醇、邻二甲苯
	氯仿、正丁醇
	制法1+其他

	25
	乙醇、正丁醇
	正丁醇
	制法1

	26
	乙醇、正丁醇
	正丁醇
	制法1

	27
	乙醇、正丁醇
	正丁醇
	制法1

	28
	乙醇、正丁醇
	正丁醇
	制法1

	29
	正己烷、乙醇、氯仿、异丁醇、正丁醇
	氯仿、正丁醇
	制法1+其他

	30
	乙醇、氯仿、异丁醇、正丁醇
	氯仿、正丁醇
	制法1+其他

	31
	乙醇、氯仿、异丁醇、正丁醇
	氯仿、正丁醇
	制法1+其他

	32
	乙醇、氯仿、异丁醇、正丁醇
	氯仿、正丁醇
	制法1+其他


结果显示：32批样品中溶剂检出种类差别较大，主要原因是采用工艺制法不一致。采用正丁醇萃取工艺的样品均检出正丁醇，且大部分超标，这是由于正丁醇沸点高（达117 ℃）以及干燥工艺不完善所致，该工艺制法成本较低，但由于正丁醇对人体具有刺激和麻醉作用，加之高沸点难挥发对环境会造成一定积蓄污染，因此建议该工艺限制使用。部分样品中检出甲醇，甲醇为二类溶剂，主要为乙醇中的甲醇残留或为降低成本直接使用含大量甲醇的工业酒精提取甚至直接使用甲醇提取。乙醇由于是工艺中正常引入，为三类溶剂，毒性较小，环境污染小，并且在32批样品中未见较高残留，故未将其纳入技术要求。检出二类溶剂氯仿，原因暂时不明，有待研究。

9、重金属（铅、镉、砷、汞）

分别按GB 5009.12《食品中铅的测定》、GB/T 5009.15《食品中镉的测定》、GB/T 5009.11《食品中总砷及无机砷的测定》、GB/T 5009.17《食品中总汞及有机汞的测定》规定的方法进行测定。根据样品测定结果，参照WM/T 2-2004药用植物及制剂外经贸绿色行业标准、GB 2762-2005食品中污染物限量标准、GB 16740-1997 保健(功能)食品通用标准，制定如下限度。见表7。

             表7  铅、镉、砷、汞测定结果及限度指标

	重金属
	限度（mg/kg）

	铅/（以Pb计，mg/kg）      ≤
	0.5

	镉/（以Cd计，mg/kg）      ≤
	0.3

	砷/（以As计，mg/kg）      ≤
	0.3

	汞/（以Hg计，mg/kg）      ≤
	0.2


10、农药残留测定

按GB/T 5009.19《食品中有机氯农药多组分残留量的测定》规定的方法进行测定。32批样品测定后均未检出六六六、滴滴涕和五氯硝基苯。根据WM/T 2-2004药用植物及制剂外经贸绿色行业标准、GB 2763-2005食品中农药最大残留限量，确定限度如下，见表8。
表8 绞股蓝提取物有机氯农药残留限度表

	六六六/（mg/kg）          ≤
	0.1

	滴滴涕/（mg/kg）          ≤
	0.1

	五氯硝基苯/（mg/kg）      ≤
	0.1


11、特征图谱

目前研究证实，绞股蓝中含有80多种皂苷类成分，绞股蓝提取物中成分复杂，为了有效鉴别提取物的真伪，我们对其开展特征图谱研究，以寻找不同产区、采收时间、提取部位的绞股蓝采用不同工艺制法生产的绞股蓝提取物之间的共同特征。

（1）仪器与试剂

Waters Alliance HT高效液相色谱仪，Empower工作站；奥泰2000型蒸发光散射检测器，紫外2487检测器；甲醇，分析纯；乙腈，色谱纯；水，高纯水；绞股蓝皂苷XL IX对照品由陕西省食品药品检验所与西安鸿程生物科技有限公司合作提取精制（UV和ELSD检测器测定归一化法含量均大于99.0%）。

（2）色谱条件的选择与优化

     由于绞股蓝提取物中以皂苷成分为主，且组分较多，试验中我们选择了Krromasil C18，迪马C18，艾杰尔C18，安捷伦C18等多款色谱柱，均不能达到有效分离，而资生堂CAPCELL PAK C18 MG Ⅱ可满足检测需求，故作为试验用色谱柱。由于特征图谱不同于一般含量测定，相对保留时间会因固定相规格、品牌等的不同产生变化，故在本项试验中我们确定资生堂CAPCELL PAK C18 MG Ⅱ作为试验用色谱柱，不代表我们认可或推荐该品牌，检测时也可使用其他类型相当的色谱柱进行。

A.色谱柱耐用性试验
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图5 同一类型色谱柱，不同批次，资生堂色谱柱比对

B.检测器选择试验
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图6 检测器选择试验（上为UV，下为ELSD）

C.色谱条件的确定
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图7 同一根资生堂色谱柱，不同流动相洗脱体系比对（上为最终确定体系）

由A、B实验可以看出，CAPCELL PAK C18 MG Ⅱ（3.0×100mm，3um）可以满足检测要求，并且检测时间短，分离效能高，耐用性良好。蒸发光散射检测器基线较紫外检测器略为平稳，但考虑到方法的普遍适用性，最终选择紫外检测器。

色谱柱：十八烷基硅烷键合硅胶柱CAPCELL PAK C18 MG Ⅱ 3.0×100mm，3um；流动相：以乙腈为流动相A，以水为流动相B，按表16中的规定进行梯度洗脱；检测波长为203nm；理论塔板数按绞股蓝皂苷XL IX峰计算应不低于10000。

表9 流动相梯度表

	时间（min）
	流速（mL/min）
	流动相A（%）
	流动相B（%）

	0
	0.5
	25
	75

	15
	0.5
	35
	65

	35
	0.5
	45
	55

	40
	0.5
	45
	55

	41
	0.5
	25
	75


（3）参照物溶液的制备

取绞股蓝皂苷XL IX对照品适量，精密称定，加甲醇制成每1mL含0.5 mg的溶液，即得。

（4）供试品溶液的制备

取本品50 mg，精密称定，置10 mL量瓶中，加甲醇适量，超声处理5min，放冷至室温，加甲醇稀释至刻度，摇匀，用微孔滤膜（0.45 μm）滤过，取续滤液，即得。

（5）测定方法

分别精密吸取参照物溶液与供试品溶液5 μL，注入高效液相色谱仪，测定，即得。见图8、9
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图8 部分样品特征图谱
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图9 部分样品特征图谱

（6）结果判断

综合比较分析，各地绞股蓝提取物虽然原料产地、产期，提取物生产工艺等有所不同，但其皂苷类成分特征仍十分明显，多批样品特征峰吻合。该方法可作为绞股蓝提取物真伪鉴别方法。最终确定特征峰及要求如下：

供试品特征图谱中应呈现6个特征峰，与参照物峰相应的为S峰，计算各特征峰与S峰的相对保留时间，应在规定值的±5%范围之内。相对保留时间规定值为：0.59（峰1）、1.00（峰S）、1.27（峰2）、1.42（峰3）、2.08（峰4）、2.60（峰5）。
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图10 对照特征图谱

（7）参照峰的选择及样品溶液稳定性

我们对同一份绞股蓝提取物样品溶液（批号：20101001）进行稳定性研究，结果表明样品溶液在12 h内稳定性良好。

24 h后绞股蓝皂苷XLIX峰依旧无明显变化，但绞股蓝皂苷-A开始明显出现递减趋势，直至峰消失，同时有峰呈增长趋势，见图11。该试验说明，绞股蓝皂苷XLIX作为参照物具有纯度高、稳定性良好等明显优势，而绞股蓝皂苷-A在样品中稳定性较差，不宜作为参照物。
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图11 峰转化示意图（自上向下检测时间依次为30 h、35 h、40 h、45 h、50 h、60 h）

12、微生物指标

菌落总数按GB 4789.2规定的方法检验；大肠菌群按GB 4789.3规定的方法检验；霉菌和酵母菌按GB 4789.15规定的方法检验。

32批样品均符合规定。

六、功效成分/标志性成分

1、绞股蓝皂苷XLIX

该项目色谱条件、对照品溶液配制（即参照物溶液配制）、样品处理方法等均同【特征图谱】项下，不再赘述。

（1）系统适用性试验

采用【特征图谱】项下色谱条件，绞股蓝皂苷XL IX与其他色谱峰完全达到基线分离。见图12、13。
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图12 绞股蓝皂苷XL IX对照品示意图
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图13 绞股蓝皂苷XL IX对照品示意图
（2）线性考察

精密称取绞股蓝皂苷XL IX对照品，加甲醇配制成每1 mL分别含绞股蓝皂苷XL IX 0.050mg、0.10mg、0.20 mg、0.50 mg、1.00 mg、2.00 mg的溶液，进样5 μL，测定。以峰面积积分值为纵坐标，以进样量（μg）为横坐标，绘制标准曲线，结果表明绞股蓝皂苷XL IX在进样量为0.025～10.0 μg范围内呈良好的线性关系，线性方程为：Y=7.070×105X+4004.3，γ=0.9999。
（3）精密度考察

精密吸取同一供试品溶液，连续进样6次，测定峰面积积分值，RSD为0.55%。表明本方法精密度良好。

（4）稳定性考察

精密吸取供试品溶液，每隔一定时间进样一次，连续进样6次，测定峰面积积分值，结果RSD为0.94%，表明供试液在12 h内基本稳定。

（5）重复性试验

取样品（批号为20101001）6份，进行测定，结果RSD为1.7%，表明本方法重复性良好。

（6）回收率

取已知含量的样品（批号：20101001），进行加样回收试验，取样品约50 mg，精密称定，置10 mL量瓶中，精密加入浓度为6.02 mg/mL的绞股蓝皂苷XL IX对照品溶液1 mL，再加甲醇适量，超声处理5min，放冷至室温，加甲醇稀释至刻度，摇匀，用微孔滤膜（0.45 μm）滤过，取续滤液，即得，进行测定，计算回收率。结果平均回收率为98.69%，RSD为0.62%。
（7）样品测定

取32批绞股蓝提取物样品，按供试品溶液的制备方法制备供试液，进行测定。结果显示样品中绞股蓝皂苷XL IX含量测定结果相差较大，考虑到不同工艺的差别以及原料产地差异，暂将含量测定限度定为每100 g绞股蓝提取物中含绞股蓝皂苷XL IX不得少于7.0 g。

2、绞股蓝总皂苷

绞股蓝提取物主要成分为绞股蓝皂苷，市场上销售的一般分有80%、90%、98%等规格，卫生部部标准【WS3-Z-006-93(Z)】上测定绞股蓝总甙的方法为香草醛-冰乙酸显色法。

（1）仪器与试剂试药

岛津UV-2550紫外-可见分光光度计；甲醇为色谱纯，其余试剂均为分析纯。

（2）方法选择

采用三种方法即卫生部部标准【WS3-Z-006-93(Z)】中总皂苷处理方法、文献方法和我所起草的方法进行比对。取4批绞股蓝提取物，进行测定，结果见表23。

A. 部标方法：精密称取本品100 mg，加甲醇溶解，制成每1 mL含2 mg的溶液，作为供试品溶液。

B. 文献方法：称取供试品100 mg，用滤纸包好,放于索氏提取器中，乙醚回流提取1 h，挥干滤纸包，加1 mL水，润湿样品后，加20 mL水饱和正丁醇，超声30 min，共4次，合并正丁醇提取液，加2倍量水萃取，弃去水层，正丁醇层水浴挥干，甲醇定容至10 mL。

C. 起草方法：精密称取本品100 mg，置离心管中，加石油醚（30～60 ℃）10 mL，超声处理10 min，离心（5000 r以上）5 min，弃去上清液，残渣挥干，加甲醇分次溶解，转移至50 mL量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，用微孔滤膜（0.45 μm）滤过，取续滤液，即得。

绞股蓝皂苷XL IX对照品溶液：取60 ℃减压干燥3 h的绞股蓝皂苷XL IX对照品适量，精密称定，加甲醇制成每1 mL含2 mg的溶液。

测定方法：精密吸取对照品溶液及供试品溶液各100 μL，分别置15 mL具塞试管中，挥干，精密加入新配制的含5%香草醛冰乙酸溶液与高氯酸（2：8）的混合液2 mL，摇匀，密塞，置60 ℃水浴中加热15 min，取出，立即放入冷水中冷却2 min，精密加入冰乙酸10 mL，摇匀，以试剂作空白，照紫外-可见分光光度法（中国药典2010年版一部附录V A）试验，在555±5 nm波长处测定吸收度，计算，即得。

表10 处理方法比较

	批号
	A方法（g/100 g）
	B方法（g/100 g）
	C方法（g/100 g）

	20101001
	94.49
	91.79
	92.70

	20101002
	95.10
	93.10
	93.20

	20070601
	87.98
	66.24
	67.98

	20100312
	66.64
	54.18
	53.01


对于批号为20100312的样品，我们采用B法进一步做了萃取后水的检查试验，即将水挥干，甲醇定容，取适量按人参皂苷测试法操作，发现，当加入显色剂后，试管中的液体即变成翠绿色，加热后则变为深红色，其吸收值很高，这种敏物质可能是影响测试的主要因素。

检测结果可以看出，A方法测定结果虚高，可将一些掺杂样品总皂苷含量测定值人为增大；B法与C法结果接近，故采用更为简单、回收率更高的C法作为本技术要求方法。

由于绞股蓝提取物成分复杂，许多杂质对显色反应影响较大，采用直接称量-定容-比色法（A法），测得值较高，加标回收率为121.2%，因此在显色处理前增加石油醚处理精制，精制后定容-比色，测得值较为合理，此步处理后的样品干扰小，加标回收率95.1%，测定值更接近真值。本方法中采用绞股蓝皂苷XL IX为对照，代替绞股蓝皂苷-A。

（3）线性关系考察

取60 ℃减压干燥3 h的绞股蓝皂苷XL IX对照品适量，精密称定，加甲醇制成每1 mL含1 mg的溶液。

精密吸取上述绞股蓝皂苷XL IX对照品溶液50 μL、100 μL、200 μL、400 μL、600 μL分别置10 mL具塞试管中，挥干，精密加入新配制的含5%香草醛冰乙酸溶液与高氯酸（2:8）的混合液2 mL，摇匀，密塞，置60 ℃水浴中加热15 min，取出，立即放入冷水中冷却2 min，冰乙酸定容至10 mL，摇匀，以试剂作空白，照紫外-可见分光光度法（中国药典2010年版一部附录V A）试验，在555±5 nm波长处测定吸收度，以绞股蓝皂苷XL IX质量为横坐标，吸光值为纵坐标制标准曲线，结果线性范围为50～600μg/mL，回归方程为Y=1.0415X+0.0113（r=0.9992）。
结果分析：总皂苷在显色过程中受温度、操作者熟练程度等条件影响线性范围较窄，而绞股蓝提取物中绞股蓝总皂苷含量很高，达80%以上，因此技术要求中采用外标法定量，可满足测定要求。

（4）精密度考察

取显色后的供试品溶液，连续测定6次，测定其吸光值值，结果RSD为0.65%。结果表明，本方法精密度良好。

（5）稳定性考察

取显色后的供试品溶液，每隔1 h测定一次，连续进样6次，测定其吸光值，RSD为2.06%，结果表明，供试液在5 h内基本稳定。

（6）重复性试验

取武汉远程样品（批号为20100110）的同批样品6份，按含总皂苷测定方法测定，所用仪器同总皂苷测定项，结果RSD为1.2%，表明，本方法重复性良好。

（7）回收率实验

取已知含量的绞股蓝提取物（批号20101001，每1 g含绞股蓝总皂苷0.927 g），进行加样回收试验，取样品约50 mg，精密称定，精密加入浓度为2.05 mg/mL的绞股蓝皂苷XL IX对照品溶液5 mL，按绞股蓝总皂苷的测定项下方法进行测定，计算回收率，结果平均回收率为95.14%，RSD为1.13%。
（8）样品测定

取32批绞股蓝提取物，进行测定，提取物





























































































































   



























































































































绞股蓝总皂苷含量测定结果相差较大，考虑到不同工艺的差别以及原料产地差异，暂将含量测定限度定为每100 g绞股蓝提取物中含绞股蓝总皂苷（以绞股蓝皂苷XL IX计）不得少于80.0 g。
绞股蓝提取物3批样品检测数据----陕西所

感官指标
	项目
	要求
	检测结果

	
	
	20101001
	20101002
	20101003

	色泽
	为黄白色至淡黄色的粉末
	为黄白色

	滋味、气味
	气微，味苦，无异味
	气微，味苦，无异味

	性状
	干燥均匀的粉末
	干燥均匀的粉末

	杂质
	无肉眼可见的外来杂质
	无肉眼可见的外来杂质


标志性成分

	项目
	指标
	检测结果

	
	
	20101001
	20101002
	20101003

	总皂苷/(g/100g)           
	≥80.0
	92.7
	93..2
	93.5

	绞股蓝皂苷XLIX/( g/100g)  
	≥7.0
	12.8
	13.0
	12.5


理化指标

	项目
	指标
	检测结果

	
	
	20101001
	20101002
	20101003

	溶解性
	在甲醇及乙醇中易溶，在乙醚或氯仿中几乎不溶，在石油醚（30～60℃）中不溶。
	在甲醇及乙醇中易溶，在乙醚或氯仿中几乎不溶，在石油醚（30～60℃）中不溶。

	粒度[100目筛的通过率/(%)]
	≥90
	96
	95
	95

	泡沫试验
	应符合规定
	三批均符合规定

	化学反应
	应符合规定
	三批均符合规定

	薄层色谱
	应符合规定
	三批均符合规定

	干燥失重/(%)             
	≤5.0
	2.6
	2.5
	2.6

	炽灼残渣/(%)            
	≤1.0
	0.11
	0.11
	0.11

	铅/（以Pb计，mg/kg）      
	≤0.5
	0.13
	0.046
	0.12

	镉/（以Cd计，mg/kg）      
	≤0.3
	0.0072
	0.0014
	0.00051

	砷/（以As计，mg/kg）     
	≤0.3
	0.085
	0.044
	0.052

	汞/（以Hg计，mg/kg）      
	≤0.2
	≤0.00200
	≤0.00200
	≤0.00200

	六六六/（mg/kg）          
	≤0.1
	三批均符合规定

	滴滴涕/（mg/kg）          
	≤0.1
	三批均符合规定

	五氯硝基苯/（mg/kg）      
	≤0.1
	三批均符合规定

	甲醇/(mg/kg)            
	≤500
	三批均符合规定

	正丁醇/(mg/kg)        
	≤500
	三批均符合规定

	异丁醇/(mg/kg)       
	 ≤500
	三批均符合规定

	氯仿/(mg/kg)          
	≤5
	三批均符合规定

	正己烷/( mg/kg)           
	≤5
	三批均符合规定

	甲苯/( mg/kg)             
	≤5
	三批均符合规定

	对二甲苯/( mg/kg)         
	≤5
	三批均符合规定

	邻二甲苯/( mg/kg)        
	≤5
	三批均符合规定

	苯乙烯/( mg/kg)           
	≤5
	三批均符合规定

	二乙基苯/( mg/kg)         
	≤5
	三批均符合规定

	二乙烯苯/( mg/kg)         
	≤1
	三批均符合规定

	苯/( mg/kg)               
	≤1
	三批均符合规定

	特征图谱
	应符合规定
	三批均符合规定


微生物指标

	项目
	指标
	检测结果

	
	
	20101001
	20101002
	20101003

	菌落总数/(cfu/g)             
	≤1000
	三批均符合规定

	大肠菌群/(MPN/100g)         
	≤40
	三批均符合规定

	霉菌/(cfu/g)                  
	≤25
	三批均符合规定

	酵母菌/(cfu/g)               
	≤25
	三批均符合规定
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