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摘要  目的: 研究 HPCE法同时测定通塞脉微丸中甘草苷、甘草素和阿魏酸的含量。方法: 以葛根素为内标, 40 mm o l# L- 1四

氢硼钠 ( pH 91 18) -甲醇 ( 90B10)为运行缓冲液。采用未涂层弹性石英毛细管柱 ( 75 Lm @ 50 cm, 有效长度 4215 cm ), 分离电

压 20 kV;进样压力 5 kPa, 进样 115 s; 毛细管温度: 25 e ; 二极管阵列检测,测定波长 Ks = 320 nm, KR = 380 nm。结果: 在上述

条件下, 通塞脉微丸中甘草苷、甘草素和阿魏酸在 25m in内得到很好的分离,加样回收率分别为 991 3% , 981 7% , 1001 2% ; RSD

分别为 31 2% , 21 6%和 11 7%。结论:本方法具有良好的精密度和回收率 ,可作为通塞脉微丸质量控制的方法。
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Abstract Objective: To develop anHPCE method for the determ ination of liqu irit in, liqu iritigen in and ferulic ac id

in Tongsaima i pellets.M ethods: Puerarin w as used as an interna l standard. The buffer w as composed o f 40mmol#
L

- 1
borax ( pH 9118) - methano l ( 90B10). CE w as performed on a 75 Lm @50 cm ( effective leng th w as 4215 cm )

fused silica cap illary. Separation vo ltage w as 20 kV, sampling pressurew as 5 kPa, samp ling tim ew as 115 s and the

temperaturew as mainta ined at 25 e . Results: L iqu irit in, liqu irit igen in and ferulic ac id w ere successfu lly separated

w ith in 25m in, the recoveries of them were 9913%, 9817% and 10012% andRSD sw ere 312% , 216% and 117%,

respective ly. Conclusion: Th is method is conven ien,t rap id and accurate. It can be used fo r the determ ination o f

liqu irit in, liquiritigen in and ferulic acid in Tongsaima i pellets.
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  通塞脉微丸是以黄芪、当归、金银花、石斛、玄

参、甘草 6味药材精制而成的复方制剂,具有清热养

阴、活血化瘀的功效,用于血栓闭塞性脉管炎、静脉

血栓形成、动脉硬化性闭塞症、脑血栓形成及其后遗

症等。微丸中主要含黄酮类、皂苷类、酚酸类成

分
[ 1]
,池玉梅等

[ 2]
用 HPLC双波长梯度洗脱法同时

测定通塞脉微丸中绿原酸、阿魏酸、甘草苷的含量。

本文采用 HPCE法同时测定通塞脉微丸中甘草苷、

甘草素和阿魏酸的含量, 结果重复性和稳定性均较

好。又由于 HPCE具有极高的分离效率和极低的分

析成本,进样量少和污染小等优点,可作为该产品质

量控制的方法。

1 仪器与试药

111 仪器  Ag ilent毛细管电泳仪 /二极管阵列检

测器 ( DAD ) /自动进样装置。HPChemStation色谱

工作站。未涂层石英毛细管 75 Lm @ 50 cm, 有效长

度 4215 cm (河北永年锐沣色谱器件有限公司 )。

112 试药  通塞脉微丸 ( 5 g#袋 - 1
, 南星药业股份

有限公司 ) ,批号: 031006, 031016, 031025。甲醇: 江

苏汉邦科技有限公司, 色谱纯;四氢硼钠:南京化学

试剂一厂, AR级。纯净水: 杭州娃哈哈集团有限公

司。对照品甘草苷、甘草素、阿魏酸为自制, 经 UV、
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IR、MS、NMR等结构鉴定, HPLC检测纯度均在 99%

以上。内标:葛根素 (批号: 110752- 200209,中国药

品生物制品检定所 )。

2 方法与结果
211 溶液的制备

21111 内标溶液  精密称取葛根素对照品 50163
mg,加 50%甲醇定容至 250 mL, 摇匀, 即得浓度为

012025 mg# mL
- 1
的内标溶液。

21112 对照品储备液  精密称取甘草苷对照品

5100mg,用上述内标溶液定容至 5 mL,得到对照品

储备液 Ñ;精密称取甘草素对照品 4190 mg, 以内标

溶液定容至 5 mL,得到对照品储备液 Ò;精密称取

阿魏酸对照品 4170 mg,以内标溶液定容至 5 mL,得

到对照品储备液 Ó。

21113 供试品溶液  精密称取通塞脉微丸 50 mg,

置于 25 mL量瓶中, 加入 20 mL 50%甲醇超声 (功

率 250W,频率 30 kH z) 30 m in,待冷却至室温后,定

容,摇匀后过 0145 Lm微孔滤膜后备用。
212 毛细管电泳条件

[ 3~ 5 ]
 毛细管:未涂层石英毛

细管柱 ( 75 Lm @ 50 cm. ,有效长度 4215 cm ) ; 检测

波长: 320 nm, 灵敏度 01020 AUFS; 运行缓冲液: 40

mmo l# L
- 1
四氢硼钠 - 10%甲醇,以 011 mol# L

- 1

氢氧化钠调节 pH至 9118; 压力进样: 5 kPa, 115 s;

运行电压: 20 kV; 毛细管温度: 25 e 。每天实验前

用 1 mo l# L
- 1
氢氧化钠溶液冲洗毛细管 10 m in、用

水冲洗 5 m in, 再用运行缓冲液冲洗 5 m in, 平衡 3

m in后,预电泳 10m in。

213 定性试验  取混合对照品溶液、供试品溶液,

用相同的电泳条件进样。记录电泳图, 见图 1。结

果甘草苷、葛根素、甘草素和阿魏酸的迁移时间分别

为: 13113, 13189, 16183, 22172 m in。

214 线性关系考察  分别精密吸取对照品储备液

Ñ、Ò、Ó按 7B1B2混合得混合对照品溶液 B1。精

密吸取 B1 5mL,置于 10mL量瓶中,定容,得到对照

品溶液 B2。依次等比例稀释得到混合对照品溶液

B3、B4、B5。用上述电泳条件对该标准系列进行测

定。以浓度为横坐标, 各成分与内标的峰面积之比

为纵坐标,绘制标准曲线, 并回归分析,结果甘草苷、

甘草素及阿魏酸的回归方程分别为:

A = 11183C - 010313 r= 019999
A = 26143C + 010033 r= 019999
A = 19143C - 010285 r= 019998
线性范围分别为 01044 ~ 0170, 010061 ~ 01098,
01011~ 0119mg# mL

- 1
。

图 1 对照品 ( A)和通塞脉微丸样品 ( B )的 HPCE图谱

F ig 1 E lectropherogram s of chem ical reference sub stances( A) and sam-

p le ofTongsaim ai pel lets

1.甘草苷 ( liqu irit in)  2. 内标葛根素 ( puerarin, in ternal stand ard )  

3.甘草素 ( liqu irit igen in)  4.阿魏酸 ( feru lic acid)

215 精密度试验  取对照品溶液 B1, 重复进样 6

次, 测定峰面积,计算甘草苷、甘草素及阿魏酸与内

标峰面积比的 RSD ( n = 6)分别为 0166%, 113%,

110%。
216 稳定性试验  精密称取批号为 031016的通塞

脉微丸供试品溶液, 每隔 3 h进样 1次, 测定峰面

积, 计算甘草苷、甘草素及阿魏酸与内标峰面积比的

RSD( n= 6)分别为 111% , 510% , 316%, 表明 15 h

内供试品溶液稳定。

217 重复性试验  精密称取批号为 031006的通塞

脉微丸 6份,每份约 50mg, 精密称定, 按 / 211130项

下方法制备供试品溶液, 按所选电泳条件测定峰面

积, 计算样品中甘草苷、甘草素及阿魏酸的平均含量

( n = 6)分别为 1150% , 0119%, 0122% ; RSD ( n = 6)

分别为 313% , 217% , 318%。
218 加样回收率试验  取已测知含量 (含甘草苷

1151%、甘草素 0119%、阿魏酸 0123% )的通塞脉微

丸样品 25mg共 6份 ,分别加入含 01228mg# mL
- 1

甘草苷、010316 mg# mL
- 1
甘草素及 010797 mg#

mL
- 1
阿魏酸的混合对照品溶液 2 mL, 按 / 211130项

下方法制备所需溶液, 进样测定,求得甘草苷、甘草

素及阿魏酸的平均回收率 ( n = 6)分别为 9913%,

9817% , 10012%; RSD分别为 312%, 216%, 117%。
219 样品测定  取通塞脉微丸 3份, 每份约 50

mg,精密称定, 按 / 211130项下方法制备供试品溶

液, 进样测定, 外标法计算含量,结果见表 1。
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表 1 样品测定结果 (n= 3)

Tab 1 Resu lts of sam ple determ ination

批号

( Lo t

N o. )

甘草苷 ( liqu ir itin) 甘草苷 ( liquir it igenin) 阿魏酸 ( ferulic acid)

含量

( con tent) /%

RSD

/%

含量

( content) /%

R SD

/%

含量

( content) /%

RSD

/%

031006 1153 219 01 189 212 01225 216

031016 1125 110 01 204 115 01238 116

031025 1130 313 01 191 118 01236 117

3 讨论

311 提取方法的选择  采用回流法和超声波法进
行了预试验比较,结果表明: 以甘草苷、甘草素和阿

魏酸的含量计算, 2种方法的提取率基本一致, 由于

超声波法简单省时,故本实验采用超声波法;同时考

察了提取时间,以超声 30m in为宜。

312 缓冲介质的选择  本实验分别考察了硼砂溶

液和磷酸盐溶液 2个不同缓冲溶液体系, 发现硼砂

体系的分离效率优于磷酸盐体系;接着考察了 10~

100mmo l# L
- 1
不同浓度的硼砂缓冲液,结果发现分

离效率随浓度的增大而增高,但超过 40mmol# L
- 1

后,分离效率逐渐降低且迁移时间延长,故实验选用

40 mmo l# L
- 1
硼砂缓冲溶液为分离介质; 最后以甘

草苷、甘草素和阿魏酸 3组分与相邻峰的分离情况,

考察了缓冲液 pH范围 ( 415~ 1015) , 结果以 011
mo l# L

- 1
氢氧化钠溶液调节 40 mmol# L

- 1
硼砂缓

冲溶液至 pH 9118效果为佳。
313 有机改性剂的选择及加入比例  考察了添加

有机改性剂的影响, 发现加入有机改性剂后能有效

改变分离效果,使待测成分达到基线分离;比较了加

入改性剂的种类,结果甲醇效果好于乙腈;考察了甲

醇的含量, 结果以缓冲液 40 mmo l# L
- 1
硼砂 ( pH

9118)加入 10%甲醇 (体积比 )的分离效果最佳,当

甲醇体积分数大于 10%后, 目标成分的迁移时间延

长且分离效率逐渐降低。

314 运行电压的选择  在选定的条件下, 于 15,

20, 25, 30 kV下进行电泳分离,各组分的迁移速率

随运行电压的降低而减小, 分离度提高, 但峰展变

宽。运行电压过高时,由于迁移加快而致分离度减

小, 综合考虑对分离度和迁移时间的影响,本文选择

运行电压为 20 kV。

参考文献

1 LIW ei- dong(李伟东 ) , CA I B ao- chang(蔡宝昌 ) , DING Xuan-

sheng(丁选胜 ) . S tudy on compound s in Tongsaim ai pellets by HPLC

- MS (通塞脉微丸化学成分的 HPLC /M S研究 ). C hin Arch Trad

Ch in Med (中华中医药学刊 ) , 2008, 26( 11) : 2355

2 CH IYu- m ei(池玉梅 ) , CU I Xiao- b ing(崔小兵 ) , CHEN W ei(陈

维 ), et al. Determ inat ion of ch lorogen ic acid and feru lic acid and

liqu iriitin in Tong SaiM ai t inyp il by dualw avelength h igh- perform-

ance liqu id ch rom atography w ith grad ien t elut ion( HPLC双波长梯度

洗脱同时测定通塞脉微丸中绿原酸、阿魏酸、甘草苷的含量 ).

Ch in P harm J (中国药学杂志 ) , 2007, 42( 17) : 1348

3 SUN Y i(孙沂 ) , GUO Tao(郭涛 ) , SU IY in (隋因 ) , et al. Determ ina-

tion of adenos ine, ru t in and quercet in in Cartham us tinctorius by

HPCE (高效毛细管电泳法同时测定红花中腺苷、芦丁和槲皮素

的含量 ) . A ctaP harm S in (药学学报 ) , 2003, 38( 4 ) : 283

4 LUO Q i- zh i(罗奇志 ) , DA IK ai- jin (戴开金 ) , MA An- de(马安

德 ) , et a l. Analys is of puerarin and daidze in Gegen Q in lian prepara-

tions by h igh perform an ce cap illary electrophoresis(葛根芩连汤及微

丸中葛根素、大豆苷元的 HPCE分析 ) . Ch in J Pharm A na l (药物

分析杂志 ) , 2004, 24( 1) : 11

5 GU H u i- yan(谷会岩 ) , GONG Li- dong(宫立冬 ) , YU J ing- hua

(于景华 ) . M easu rem en t and comparison of g lycyrrh iz ic acid con tents

in root of licorice ( G lycyrrh iza u ralens is F isch. ) from d ifferent cu lt-i

vating areas. J F orestR es[林业研究 (英文版 ) ] , 2002, 13( 2 ): 141

(本文于 2008年 3月 20日收到 )

)601)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 4)


