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摘要 目的: 用超高效液相色谱法测定同仁乌鸡白凤丸中芍药苷的含量。方法:参考已有文献方法对原高效液相色谱方法进

行转换并优化为超高效液相色谱方法。色谱柱为W ate rs ACQU ITY BEH C18柱 ( 21 1 mm @ 50 mm, 11 7 Lm ); 流动相:甲醇 -水

( 20B80);流速: 014 mL# m in- 1; 检测波长: 232 nm; 柱温: 35 e 。结果: 芍药苷的线性范围为 91 92~ 9912 ng ( r= 019999); 平均

回收率 ( n = 6)为 10210% , RSD为 21 0% ; 1个分析流程大约需要 5 m in。结论: 与高效液相色谱法比较, 超高效液相色谱法测

定同仁乌鸡白凤丸中芍药苷含量,既加快了分析速度, 达到了提高分析效率, 节约分析时间的目的, 减少了有机溶剂的使用,

又得到了更高的分析灵敏度。
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UPLC determ ination of paeoniflorin in TongrenWuji Baifeng pills
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(N at ion al In stitu te for the C ontrol of Ph arm aceut ical and B iological Products, Beijing 100050, C h ina )

Abstract Objec tive: To develop an ultra- performance liqu id chromatography(UPLC) me thod for the determ ina-

t ion of paeon if lorin in Tongren Wu jiB aifeng p ills1Methods: A W aters ACQU ITY UPLC
TM

BEH C18 co lumn( 211
mm @ 50 mm, 117 Lm ) w as adopted w ith themob ile phase ofmethano l- w ater( 20B80) at a flow rate of 014 mL#

m in
- 1 1The detect ing w avelength w as set at 232 nm, and the column temperaturew as 35 e 1 Results: The calibra-

t ion curve of paeoniflor in w as linear in the range of 9192- 9912 ng( r= 019999) , the mean recovery ( n = 6) w as

10210% w ith RSD 210%, the time for a analysis program was about 5 m inutes1 Conclusion: Comparing w ith the

HPLC method, theUPLC method for determ ination of paeoniflorin in Tong renWu jiBa ifeng p ills increases the ana-l

ysis speed and efficiency; it can also increase the analysis sensitivity and save the so lvents1
Key words: UPLC; paeon iflorin; Tongren Wu jiBa ifeng p ills

同仁乌鸡白凤丸由乌鸡、地黄、白芍、当归、黄芪

等 19味中药组成,有补气养血、调经止带之功效,用

于气血两虚、身体瘦弱、腰膝酸软、月经不调、崩漏带

下等症
[ 1]
。目前市售乌鸡白凤丸类产品主要分为

药典方和北方方 (清宫秘方 ) 2种, 其商品名分别为

乌鸡白凤丸和同仁乌鸡白凤丸,两者处方略有不同。

同仁乌鸡白凤丸 (北方方 )是北京同仁堂股份有限

公司北京同仁堂制药厂独家生产的国家保密品种,

为卫生部药品标准所收载。

中药的质量控制一直是中药现代化的一项重要

内容, 国家和地方多次立项进行这方面的研究,取得

了良好的成果,对中药的质量提高起到了积极的推

进作用,同仁乌鸡白凤丸正是在这一背景下由北京

市科委立项 (课题号: D0205004040721)进行研究

的, 课题组前期做了大量工作,本文在已有工作的基

础上
[ 2]
就超高效液相色谱在乌鸡白凤丸质量控制

中的应用进行研究, 对原有 HPLC色谱条件有所优

化,大大缩短了分析时间。笔者以期把这项技术应

用到乌鸡白凤丸质量控制中,提高分析效率,保证产

品质量。

1 仪器与试药

W aters A cquity UPLC
TM
超高效液相色谱仪: 二

极管阵列检测器 ( PDA ) , 工作站为 Empow er 2。对

照品芍药苷由中国药品生物制品检定所提供。试验
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所用甲醇为色谱纯,其他溶剂均为分析纯,水为纯净

水,过 M illipore 0122 Lm 滤膜。同仁乌鸡白凤丸

(水蜜丸 )由北京同仁堂股份有限公司北京同仁堂

制药厂提供。

2 方法与结果

211 色谱条件 色谱柱: W aters ACQU ITY UPLC
TM

BEH C18柱 ( 211 mm @ 50 mm, 117 Lm ); 流动相:甲

醇 - 水 ( 20B80) ; 流速: 014 mL# m in
- 1

; 检测波长:

232 nm
[ 2]

;柱温: 35 e ;进样量: 2 LL。

212 对照品溶液的制备 精密称芍药苷对照品适

量,加甲醇制成每 1 mL含 0106 mg的溶液
[ 2]

; 精密

吸取此溶液 2 mL,置 10 mL量瓶中,加甲醇至刻度,

摇匀, 即得每 1 mL含 01012 mg的溶液。

213 供试品溶液的制备 取同仁乌鸡白凤丸 (水蜜

丸 ),研细,精密称取 1 g,精密加入甲醇 25 mL, 称定

重量,超声处理 (功率 300W,频率 50 kHz) 30 m in,放

冷,再称重,补足减失重量, 滤过
[ 2]

,取续滤液 2 mL,

置 10 mL量瓶中,加甲醇至刻度,摇匀,即得。

214 线性关系考察 精密称取芍药苷对照品 6120

mg,置 50 mL量瓶中,加甲醇溶解并稀释至刻度,制

成每 1 mL含 0112 mg的对照品储备溶液。精密吸

取对照品储备溶液 014, 018, 1, 2, 4 mL, 分别置 10

mL量瓶中,加甲醇稀释至刻度, 摇匀。精密吸取 2

LL注入超高效液相色谱仪, 以芍药苷进样量 X ( ng)

为横坐标,对相应峰面积 Y为纵坐标进行线性回归

处理, 得回归方程为:

Y= - 2106 @ 10
4
+ 7155 @ 10

6
X r= 019999

结果表明, 芍药苷进样量在 9192~ 9912 ng范围内

线性关系良好。

215 精密度试验 精密吸取 01012 mg# mL
- 1
对照

品溶液 2 LL,连续进样 6次,芍药苷峰面积的 RSD

为 0125%。表明仪器精密度良好。

216 重复性试验 取同一批次的样品 10份, 按

/ 2130项下方法制备供试品溶液,按上述色谱条件测

定芍药苷的含量,其平均值为 010662%, RSD为 119%。
结果表明,本方法的重复性符合要求,适合于同仁乌鸡

白凤丸 (水蜜丸 )中芍药苷的提取和 UPLC分析。

217 稳定性试验 取同一供试品溶液分别在 0, 2,

4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 h进样,按上述色

谱条件测定峰面积,计算 RSD为 115%, 结果表明,

供试品溶液在 24 h内稳定。

218 回收率试验 精密称取已知芍药苷含量

( 010662% )的同仁乌鸡白凤丸 (水蜜丸 )粉末约 015

g,共 6份,分别精密加入 11284 mg# mL
- 1
芍药苷对

照品溶液 011 mL, 按 / 2130项下方法制备供试溶液
并测定, 计算回收率。结果平均回收率 ( n = 6)为

10210%, RSD为 210%。
219 样品的测定 取 10批同仁乌鸡白凤丸 (水蜜

丸 )按 / 2130项下方法制备供试品溶液, 分别吸取供

试品溶液和对照品溶液 ( 01012 mg# mL
- 1

)各 2 LL,

注入超高效液相色谱仪,按上述色谱条件测定,记录

峰面积,按外标法计算含量,结果见表 1。同时采用

HPLC法
[ 2]
测定上述 10批次的样品,结果 (见表 1)

表明, UPLC法和 HPLC法所测得的同仁乌鸡白凤丸

(水蜜丸 )中芍药苷含量测定结果一致。色谱图见

图 1。
表 1 UPLC与 HPLC仪测定同仁乌鸡白凤丸中

芍药苷含量结果

Tab 1 Com par ison of the determ ination resu lts of

paeon if lorin in Tongren Wuji Baifeng p ills

by UPLC and HPLC

样品批号

( samp leN o1 )

含量 ( content) /%

UPLC HPLC

偏差 ( deviation)

/%

1 01089 01093 2110

2 01091 01094 1162

3 01070 01072 1148

4 01059 01060 0184

5 01054 01054 0

6 01084 01089 2189

7 01068 01071 2116

8 01086 01090 2123

9 01079 01083 2147

10 01080 01084 1125

图 1 对照品 ( A)与样品 ( B )色谱图

F ig 1 UPLC chrom atogram s of reference sub stance(A ) and sam p le( B)

1. 芍药苷 ( paeon if lorin)
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3 讨论

311 溶液浓度的选择 以文献法
[ 2 ]
的对照品溶液

及供试品溶液浓度为基础, 在 UPLC仪上考察了不

同浓度的对照品溶液及供试品溶液, 发现将 HPLC

法的对照品溶液及供试品溶液浓度稀释 5倍, 且进

样体积为 2 LL时, 峰形很好。

312 流动相的选择 考察了 UPLC法不同比例的

甲醇 - 水 溶剂系统, 结 果表明将 甲醇 - 水

( 30B70)
[ 2 ]
调整为甲醇 -水 ( 20B80)时, 分离度很

好,峰形也很好。

313 柱温的选择 考察了 UPLC法柱温对芍药苷

分离度和峰形的影响, 结果表明柱温为 35 e 时,芍

药苷峰形较好,分离度达到满意。

314 小结 本试验中以 UPLC法测定同仁乌鸡白

凤丸中芍药苷的含量,按中国药典 2005年版一部附

录中 /中药质量标准分析方法验证指导原则0进行

了方法学研究,符合要求。本试验比较了 UPLC仪

与 HPLC仪含量测定结果, 可看出 UPLC仪测定结

果与 HPLC仪测定结果偏差在规定范围 (不超过

3% )以内。将 HPLC定量方法转换并优化为 UPLC

方法,在保证含量测定结果准确的前提下, 与 HPLC

法测定芍药苷比较,样品分析时间从 20 m in
[ 2 ]
缩短

到 5 m in,减少了溶剂损耗及废液处置费用, 较大地

提高了分析效率,节省分析时间和分析成本
[ 3]
。
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(本文于 2009年 3月 4日收到 )

加拿大卫生部生物制品质量研究中心 ( CBR)主任

A lanM ortimer博士一行访问中检所

  2009年 8月 31日,应中国药品生物制品检定所李云龙所长的邀请,加拿大卫生部生物制品质量研

究中心 ( CBR)主任 A lan M ortimer博士一行 3人对中检所进行了为期一天的友好访问。欢迎大会在中

检所多功能厅召开,会议由王军志副所长主持,李云龙所长致开幕词, 对到访的 M ortim er博士一行 3人

表示了热烈的欢迎。所长办公室主任杨昭鹏、国际合作处处长李玲、生检各处室负责人及全体生检体系

工作人员参加了本次会议。M ortimer博士向大家做了专题报告, 简要介绍了 CBR的部门结构、人员组

成、职能、业务分工等基本情况。然后他以处理肝素钠污染事件、单克隆抗体不良反应事件、H 1N1疫苗

评价和流感疫苗通用抗体检测方法的建立为例, 介绍了 CBR在处理应急事件和突发事件的工作经验,

以及与其他实验室 (包括中检所 )开展合作的情况。会上,由李云龙所长和 M ortimer主任签署了双方开

展 2009- 2011年度合作的工作计划书。会后, 在有关人员的陪同下, M o rtim er博士一行 3人对中检所

病毒三室、菌种室和重组技术产品室进行了参观访问。

下午,加拿大专家 Terry D. Cyr和 M ichel G irard分别报告了应用质谱技术快速鉴别流感疫苗及残

留宿主蛋白和应用高效分离技术分析流感疫苗和生物仿制药物。学术报告会就双方共同感兴趣的问题

如疫苗、生物仿制药物质量控制展开交流。

详见: www. nicpbp. org. cn
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