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摘要  目的: 建立同时测定十味活血丸中阿魏酸、橙皮苷和 5- O -甲基维斯阿米醇苷 3种活性成分含量的 RP- H PLC法。方

法: 采用 D iamonsil C18 ( 200 mm @ 41 6 mm, 5Lm )色谱柱; 以甲醇 - 0105%醋酸 -四氢呋喃 ( 34B65B01 2)为流动相;流速 11 0 mL

# m in- 1; 柱温 35 e ;检测波长 320 nm。结果:阿魏酸、橙皮苷和 5 - O -甲基维斯阿米醇苷浓度分别在 11 80 ~ 181 0, 4010 ~

400, 3100~ 3010 Lg# mL - 1范围内与峰面积呈良好线性关系 ( r> 01 9995, n = 6); 方法平均回收率 ( n = 9)分别为 10116% ,

9919% , 9810%。结论:本法简便、准确,重复性好, 可为十味活血丸质量评价提供依据。
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RP- HPLC simultaneous determ ination of ferulic acid, hesperidin

and 5- O - methylvisamm ioside in ShiweiHuoxue pills
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Abstract Objectives: To deve lop an RP- HPLC method fo r simultaneous determ ination of feru lic ac id, hesperid in

and 5- O - methy lv isamm ioside in Sh iw e iHuoxue pills. Methods: The analysisw as carried on a D iamonsilC18 ( 200

mm @ 416 mm, 5 Lm ) co lumnw ith themob ile phasem ethanol- w ater conta in ing 0105% acetic acid- tetrahydro fu-

ran( 34B65B012) at a flow rate of 110mL# m in
- 1
. TheUV detect ion w avelength w as set at 320 nm and the co lumn

temperaturew as 35 e . Results: The linear ranges of ferulic ac id, hesperid in and 5- O - m ethy lv isamm ioside w ere

1180- 1810, 4010- 400, 3100- 3010 Lg# mL
- 1
( r> 019995, n = 6), respectively. The average recoveries( n = 9)

of feru lic acid, hesperidin and 5 - O - nethy lv isamm ioside w ere 10116% , 9919% and 9810%, respect ively. Con-

clusions: Th is method is suitab le to con tro l the quality o f Shiw eiHuoxue p ills, w hich prov ides the advantages o f sim-

plicity, accuracy and reproducity.
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  十味活血丸收载于国家中成药标准汇编, 由桃

仁、陈皮、红花、白芷、防风、木香、甘草、当归、香附和

延胡索 10味中药组成,具有活血、止痛行气之功效,

用于跌打损伤、淤血肿痛等症的治疗。现行质量标

准仅对防风等几味药材进行了薄层鉴别。研究表

明,当归中的阿魏酸具有明显的活血化淤作用
[ 1 ]
,

陈皮中的橙皮苷具有较强的抗炎杀菌作用
[ 2]
, 防风

中的 5- O - 甲基维斯阿米醇苷具有镇痛、抗炎、抗

菌作用
[ 3]
。已有文献报道

[ 4~ 6]
用 HPLC法分别测定

阿魏酸、橙皮苷和 5- O - 甲基维斯阿米醇苷的含

量,但同时测定这 3种组分含量的方法尚未见报道,

本实验对色谱条件作了优化选择, 建立了同时测定

十味活血丸中阿魏酸、橙皮苷和 5- O -甲基维斯阿

米醇苷 3种活性成分含量的 RP - HPLC法,为全面

的控制十味活血丸的质量提供依据。

1 仪器与试药

LC- 10AT型高效液相输液泵 (日本 Sh imadzu

公司 ) , SPD - 10A型紫外检测器 (日本 Shimadzu公

司 ) , 2010色谱工作站 (浙江大学 ) , BS- 124S电子

分析天平 (北京 Sartorius仪器系统有限公司 ), KQ -

)1260) 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 8)

* 通讯作者  Te:l 13066787576; E- m ai:l zh aohq1955@ 126. com



50B型超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司 )。

橙皮苷和 5- O -甲基维斯阿米醇苷对照品 (中

国药品生物制品检定所, 批号分别为 110721 -

200512和 111523 - 200405) ,阿魏酸对照品 ( S igma

A ldrich试剂公司,批号为 357835 /1, 纯度 9910% ),

甲醇 (色谱醇, 天津市康科德科技有限公司 ), 四氢

呋喃 (色谱醇, 天津市康科德科技有限公司 ), 冰醋

酸 (分析醇, 天津市大茂化学试剂厂 ) ,水 (二次重蒸

水, 自制 ), 十味活血丸 (某药厂, 批号分别为

070801, 070825, 070912)。

2 方法与结果

211 溶液的制备
21111 对照品溶液  分别称取对照品阿魏酸、橙皮

苷和 5- O - 甲基维斯阿米醇苷适量, 精密称定,置

10 mL量瓶中,用甲醇溶解并稀释至刻度,摇匀,制

得浓度分别为 180, 1111, 150 Lg# mL
- 1
的对照品储

备液 Ñ , Ò, Ó。分别精密量取上述对照品储备液

215, 910, 510mL置 25 mL量瓶中, 以甲醇稀释至刻

度,摇匀,即得混合对照品溶液 (每 1 mL含阿魏酸

1810 Lg,橙皮苷 400 Lg, 5- O -甲基维斯阿米醇苷

3010 Lg )。

21112 供试品溶液  取十味活血丸, 研细, 取细粉

约 015 g, 精密称定, 置具塞锥形瓶中, 加甲醇 30

mL,超声处理 (功率 90W, 频率 59 kH z) 30 m in, 过

滤, 残渣用适量的甲醇洗涤, 合并滤液与洗液, 旋转

蒸干, 残渣用甲醇溶解并稀释至 10 mL, 摇匀, 过

0145 Lm微孔滤膜,取续滤液,即得。

21113 阴性对照溶液  按处方比例分别称取除当

归、陈皮和防风以外的其余药味, 按制备工艺制成相

应的阴性样品,按 / 211120项下操作, 分别制成缺当

归、陈皮和防风阴性对照溶液。

212 色谱条件  色谱柱: D iamonsil C18 ( 200 mm @

416 mm, 5 Lm);流动相: 甲醇 - 0105%醋酸 -四氢

呋喃 ( 34B65B012) ; 流速: 110 mL # m in
- 1
; 检测波

长: 320 nm; 柱温: 35 e ; 进样量: 20 LL。

213 系统适用性  在上述色谱条件下,阿魏酸、橙

皮苷和 5 - O -甲基维斯阿米醇苷色谱峰与相邻峰

的分离度均大于 115,理论塔板数按阿魏酸、橙皮苷
和 5- O - 甲基维斯阿米醇苷峰计算分别不低于

4000, 3000, 5000, 3个组分色谱峰对称因子均在

0195~ 1105之间,阴性对照对样品测定无干扰。结

果见图 1。

图 1 高效液相色谱图

F ig 1 HPLC chromatogram s

A.对照品 ( reference substan ces)  B.样品 ( samp le)  C.缺当归样品 ( negative sam p le w ithout Rad ix Angelicae S inen sis)  D. 缺陈皮样品 ( nega-

tive sam p le w ithout Pericarp ium C itriReticu latae)  E.缺防风样品 ( negat ive sam ple w ithou tRad ix S aposhn ikov iae)

11阿魏酸 ( feru lic acid)  21橙皮苷 ( hesp erid in )  31 5- O -甲基维斯阿米醇苷 ( 5- O- m ethylvisamm ioside)

214 线性关系  精密量取阿魏酸、橙皮苷和 5- O

-甲基维斯阿米醇苷的混合溶液 1, 2, 4, 6, 8, mL分

别置于 10mL量瓶中,用甲醇稀释至刻度,摇匀,制

成系列浓度的混合对照品溶液。分别精密吸取上述

混合对照品溶液各 20 LL,按上述色谱条件进样分

析,记录色谱峰面积。以对照品浓度 X ( Lg# mL
- 1
)

为横坐标, 色谱峰面积 Y为纵坐标, 绘制标准曲线

并进行线性回归计算。求得阿魏酸、橙皮苷及 5- O

-甲基难斯阿米醇苷回归方程 ( n= 6)分别为:

Y= 31658 @104X + 018515 r= 019998
Y= 51535 @103X + 011252 r= 019997
Y= 61693 @103X + 011036 r= 019999
结果表明阿魏酸浓度在 1180~ 1810 Lg# mL

- 1
, 橙
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皮苷浓度在 4010~ 400 Lg# mL
- 1
, 5- O -甲基维斯

阿米醇苷浓度在 3100~ 3010 Lg# mL
- 1
范围内与峰

面积具有良好的线性关系。

215 精密度试验  取同一对照品溶液 (阿魏酸、橙

皮苷和 5- O - 甲基维斯阿米醇苷的浓度分别为

1018, 240, 1810 Lg# mL
- 1
) , 在上述色谱条件下连

续进样 6次, 计算阿魏酸、橙皮苷和 5- O - 甲基维

斯阿米醇苷峰面积的 RSD分别为 111%, 0124% ,

112%。
216 重复性试验  取批号 070801的样品, 按

/ 211120项下方法操作,平行制备供试品溶液 6份,

在上述色谱条件下进行分析, 阿魏酸、橙皮苷和 5-

O -甲基维斯阿米醇苷含量平均值分别为 01022,
01496, 01034mg#丸 - 1

; RSD分别为 0180%, 116% ,

114%。
217 稳定性试验  取同一份供试品溶液, 室温静

置, 分别在 0, 2, 4, 8, 12, 24 h进样分析, 阿魏酸、橙

皮苷和 5- O -甲基维斯阿米醇苷峰面积的 RSD分

别为 0190%, 0170% , 113%。结果表明供试品溶液
室温放置 24 h内稳定。

218 回收率试验  分别精密称取已知含量的样品

(批号 070801) 9份, 每份 0125 g, 分为 3组, 每组 3

份, 置具塞锥形瓶中, 分别精密加入 450 Lg# mL
- 1

阿魏酸对照品溶液 0106, 0112, 0118 mL; 1637 Lg#
mL

- 1
橙皮苷对照品溶液 0138, 0176, 1114mL和 870

Lg# mL
- 1

5 - O - 甲基维斯阿米醇苷对照品溶液

0105, 011, 0115 mL。每一浓度 3份, 照 / 211120项

下方法操作,在上述色谱条件下进样分析。阿魏酸、

橙皮苷和 5- O -甲基维斯阿米醇苷平均回收率 ( n

= 9)分别为 10116% , 9919%, 9810%。结果见表
1。

表 1 加样回收率测定结果 ( n= 9)

Tab 1 R esu lts of the recoveries

化合物

( component)

样品量

( or ig ina l) /Lg

加入量

( add) /Lg

得到量

( found) /Lg

回收率

( average recovery) /%

平均值

( average) /%

RSD

/%

阿魏酸 55170 27100 82198 1011 0 10116 118

( ferulic ac id) 55190 27100 83128 1011 4

55164 27100 82187 1001 9

55153 54100 110130 1011 4

56106 54100 109192 991 8

56119 54100 109152 981 8

56101 81100 140128 1041 0

56125 81100 140152 1041 0

55199 81100 139193 1031 6

橙皮苷 1256 62211 1889 1011 7 9919 114

( hesperid in) 1260 62211 1897 1021 3

1254 62211 1873 991 4

1252 1244 2471 981 0

1264 1244 2506 991 8

1267 1244 2522 1001 9

1263 1866 3103 981 6

1268 1866 3107 981 5

1262 1866 3129 1001 0

5- O -甲基维斯 86134 43150 12913 981 7 9810 116

阿米醇苷 ( 5- O - 86165 43150 12914 981 3

methy lv i Samm ios ide) 86124 43150 12813 961 7

86107 87100 16913 951 6

86189 87100 17214 981 3

87109 87100 17115 971 0

86182 13015 21413 971 7

87119 13015 21912 1011 1

86178 13015 21610 991 0
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219 样品含量测定  取样品 3批, 每批取 3份,按

/ 211120项下方法制备供试品溶液, 取 20 LL,注入

高效液相色谱仪,记录色谱峰面积,外标一点法计算

含量。结果见表 2。

表 2 含量测定结果 (n= 3)

Tab 2 D eterm ination resu lts

批号

( Lo t

N o. )

阿魏酸

( feru lic

ac id) /

mg per p ill

RSD

/%

橙皮苷

( hesperidin)

/mg per pill

RSD

/%

5-O -甲基维斯

阿米醇苷 ( 5- O -

methy lv isamm ioside)

/mg pe r pill

RSD

/%

070801 01021 0168 01 495 118 01033 117

070825 01021 111 01 494 116 01033 118

070912 01021 019 01 488 016 01032 0142

3 讨论

以甲醇配制一定浓度的橙皮苷、阿魏酸和 5- O

-甲基维斯阿米醇苷溶液, 在 190~ 400 nm进行紫

外扫描,橙皮苷在 280 nm处有较大的吸收, 而阿魏

酸在 320 nm处有较大的吸收, 5 - O -甲基维斯阿

米醇苷在 254 nm处有较大的吸收, 3种成分中阿魏

酸的含量相对较小,为保证定量的准确性,实验选择

320 nm为检测波长。

阿魏酸含有酚羟基,具有一定酸性,易电离。本

实验对比了不同比例甲醇 -水 -四氢呋喃的醋酸和

磷酸溶液作为流动相, 结果表明酸性强度和种类对

阿魏酸色谱峰分离影响较大,采用 0105%醋酸水溶
液,可以减少拖尾, 改善峰形, 且分离效果好

[ 4 ]
。又

流动相中加入四氢呋喃可以有效改善 5- O - 甲基

维斯阿米醇苷的峰形
[ 6]
, 缩短分析时间。实验选择

甲醇 - 0105%醋酸 -四氢呋喃 ( 34B65B012)为流动
相, 3个组分分离度满足要求且峰形良好。

实验以甲醇为溶剂分别考察超声与加热回流 2

种提取方式, 2种方式提取率相近, 回流提取杂质较

多,因此选择甲醇超声提取法。同时对提取时间进

行了考察,以甲醇为提取溶剂分别超声提取 15, 30,

45m in。经考察, 结果表明超声提取 30 m in与 45

m in, 提取结果基本一致,表明超声提取 30m in时基

本提取完全。

有文献报道阿魏酸不稳定
[ 7]
,研究了光照和 pH

对阿魏酸稳定性的影响。结果表明阿魏酸在光照和

碱性条件下很不稳定, 故实验应选用中性或酸性溶

剂配制溶液,且在整个实验过程中应避光。
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