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摘要  目的: 建立同时测定气滞胃痛颗粒中白芍药苷、芍药苷、柚皮苷和甘草酸含量的高效液相色谱法。方法: 采用 A g ilent

Zo rbax SB- C18柱 ( 250 mm @ 41 6 mm, 5 Lm ) ,柱温 30 e ; 流动相为水 ( 012%醋酸 ) -乙腈 ( 012%醋酸 ), 线性梯度洗脱,流速为

11 0 mL# m in- 1;检测波长为 230 nm ( 0~ 15 m in), 284 nm ( 15 ~ 20 m in), 254 nm ( 20~ 35 m in)。结果:白芍药苷、芍药苷、柚皮

苷、甘草酸浓度分别在 1511 ~ 226 Lg# mL- 1 ( r = 01 9998), 2516 ~ 383 Lg# mL- 1 ( r = 01 9998), 2717 ~ 277 Lg# mL- 1 ( r =

01 9998), 91 43~ 471 2 Lg# mL- 1 ( r= 01 9998)范围内线性关系良好。低、中、高 3个浓度的平均加样回收率分别为 9714% ~

101% ( RSD为 01 8% ~ 11 7% ), 9618% ~ 991 7% ( RSD为 11 4% ~ 216% ), 9713% ~ 100% ( RSD为 11 9% ~ 214% )。结论: 本方

法简便、准确,重复性好, 可以为气滞胃痛颗粒的质量控制提供依据。
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Abstract Objec tive: To establish an H PLC m ethod for the sim u ltaneous de term ination of alb if lorin, paeoniflor in,

naring in and glycyrrh izic acid in Q izh iw eitong granules. M ethod: The chrom atography w as perform ed on a Zorbax

SB - C18 co lum n( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm ) w ith a m ob ile phase o fw ater( containing 012% acetic acid) - aceton-i

trile( con taining 012% acetic acid) and linear gradient e lution. The flow rate w as 110 mL # m in
- 1

. The co lum n

temperature w as 30 e . The detect ion w ave length w as 230 nm from 0 to 15 m in, 284 nm from 15 to 20 m in and 254

nm from 20 to 35 m in. Results: The calibrat ion curves of a lb iflorin, paeon iflorin, nar ing in and g lycyrrh izic acid w ere

linear in the ranges of 1511- 226 Lg# mL
- 1

( r= 019998) , 2516- 383 Lg# m L
- 1

( r= 019998), 2717- 277 Lg#

mL
- 1

( r= 019998) and 9143- 4712 Lg# mL
- 1

( r= 019998) respectively. The m ean recoveries o f low, m iddle and

high concentrat ions o f the four com ponents w ere 9714% - 101% ( RSD= 018% - 117% ), 9618% - 9917% ( RSD

= 114% - 216% ), 9713% - 100% ( RSD = 119% - 214% ). Conclusion: The m ethod is sim p le and accurate,

w hich can be adopted in the qua lity contro l of Q izh iw e itong granules.
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  气滞胃痛颗粒是由柴胡、白芍、枳壳、炙甘草、香

附 (炙 )、延胡索 (炙 )组成,具有舒肝理气、和胃止痛

的功效
[ 1]
。方中柴胡和解少阳, 疏达肝气; 枳壳理

气宽中,行滞消肿;白芍养血柔肝,缓急舒挛;香附行

气解郁。柴胡配以枳壳、香附可达舒肝理气,行气解

郁的功效,白芍配伍甘草可达缓急止痛、和血养阴的

功效,加之延胡索以增强止痛功效。整方配伍用于

治疗肝郁气滞,胸痞胀满, 胃脘疼痛。

虽然此药广泛应用于临床
[ 2]

, 但迄今为止, 测

定其中活性成分的仪器分析方法尚未见报道。白芍

药苷、芍药苷、柚皮苷和甘草酸是颗粒中含量较高,

药效活性较为明确的 4种成分, 本文建立高效液相

色谱法对这几种成分进行含量测定, 可以为该制剂

的质量控制提供依据。

1 仪器与试剂
Ag ilent 1100高效液相色谱仪, 配自动进样器,
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G1314A紫外检测器 ( Ag ilent 1100色谱工作站 ) ;

M ETTLER AE- 240电子天平; KQ - 250B超声波清

洗器; TGL- 16C离心机。

气滞胃痛颗粒购于杭州市开心大药房 (北京医

药集团辽宁本溪三药有限公司生产 ); 对照品白芍

药苷和甘草酸均由浙江大学药物信息学研究所制得

(经面积归一化法测定, 白芍药苷和甘草酸含量大

于 98% ), 芍药苷 (批号 110736- 200629)、柚皮苷

(批号 110722- 200309)购于中国药品生物制品检

定所; 乙腈、醋酸为色谱纯;水为 M illi- Q纯水;中药

饮片柴胡 (批号 080707,产地 内蒙古 )、白芍 (批号

050621,产地 浙江 )、枳壳 (批号 060506, 产地 浙

江 )、制延胡索 (批号 060905, 产地 浙江 )、制香附

(批号 061122,产地河南 )、甘草 (批号 080906,产地

新疆 )购于杭州中药饮片厂。

2 方法与结果

211 色谱条件  色谱柱: Ag ilen t Zo rbax SB - C18柱

( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm );柱温: 30 e ; 流动相:水

( 012%醋酸 ) - 乙腈 ( 012%醋酸 ) , 线性梯度洗脱

(水相比乙腈相为: 0 m in, 90B10; 20 m in, 70B30; 30

m in, 50B50; 35 m in, 10B90) ; 流速: 110 mL# m in
- 1

;

检测波长: 230 nm ( 0 ~ 15 m in ), 284 nm ( 15 ~ 20

m in), 254 nm ( 20~ 35 m in) ;进样量: 10 LL。在上述

色谱条件下白芍药苷、芍药苷、柚皮苷和甘草酸的分

离度都符合含量测定要求。

212 供试品溶液制备  精密称取气滞胃痛颗粒

012 g,置 10 mL量瓶中, 加甲醇至刻度线, 超声 ( 250

W, 40 kH z) 1 h,放冷至室温, 补甲醇至刻度线, 0145

Lm微孔滤膜滤过,即得。

213 阴性试验  照中国药典所示工艺制成分别缺

白芍、枳壳、甘草的 3份阴性样品, 再按 / 2120项下

方法制备 3份阴性样品溶液,在上述色谱条件下吸

取 10 LL进样。结果表明,阴性样品图谱中, 在与样

品图谱中 4种被测成分相同位置上无峰出现, 表明

无阴性干扰。对照品、样品及阴性样品色谱图见图

1。

214 线性关系考察  分别取对照品白芍药苷约

715 m g、芍药苷约 1215 m g、柚皮苷约 7 m g和甘草酸

约 4 m g, 精密称定,置于不同的 25 m L量瓶中, 用甲

醇定容至刻度, 制成含白芍药苷 01302 m g# mL
- 1
、

芍药苷 01511 m g# mL
- 1
、柚皮苷 01277 m g# mL

- 1
、

甘草酸 01157 m g# mL
- 1
的单一对照品溶液。对上

述的对照品溶液进行稀释, 制备系列浓度的对照品

溶液: 白芍药苷为 1511, 3012, 6014, 9016, 121, 151,

图 1 对照品 (A )、气滞胃痛颗粒 ( B )、缺白芍 ( C )、缺枳壳 ( D)、缺

甘草 ( E )阴性样品色谱图

F ig 1 Chromatogram s of referen ce substances( A ), Q izh iw eitong gran-

ules( B) , negat ive sam p les w ithou tP aeonia lac tif lora Pa l.l ( C ) , C itrus

auran tium L. ( D) , andG lycyrrh iza ura len sis F isch. ( E) respectively

11白芍药苷 ( alb if lorin)  21芍药苷 ( paeon iflorin )  31柚皮苷 ( na-

ring in)  41甘草酸 ( glycyrrhiz ic acid)

226 Lg# mL
- 1

; 芍药苷为 2516, 5111, 102, 153, 204,

256, 383 Lg # mL
- 1

; 柚皮苷为 2717, 5514, 8311,

111, 138, 208, 277 Lg# mL
- 1

; 甘草酸为 9143, 1411,

1819, 2316, 2813, 3717, 4712 Lg# mL
- 1
。在上述色

谱条件下进行 H PLC分析。以峰面积 Y为纵坐标,

浓度 X (Lg# mL
- 1

)为横坐标, 进行回归分析, 得白

芍药苷、芍药苷、柚皮苷和甘草酸的回归方程依次

为:

Y= 12119X - 17108 r= 019998

Y= 13145X - 51389 r= 019998

Y= 16184X + 013885 r= 019998

Y= 65127X + 31502 r= 019998

线性范围依次为 1511~ 226, 2516~ 383, 2717~ 277,

9143~ 4712 Lg# mL
- 1
。

215 检测限与定量限考察  配制白芍药苷、芍药
苷、柚皮苷、甘草酸浓度分别为 1151, 2184, 2177,
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1133 Lg# m L
- 1
的对照品混合溶液,再用甲醇稀释 2

倍, 8倍, 40倍, 得 3份混合溶液, 在上述色谱条件

下,进样 10 LL。结果白芍药苷、芍药苷、柚皮苷、甘

草酸的检测限 ( S /N = 3)依次为 8171, 8150, 01297,

1185 ng; 定量限 ( S /N = 10 )依次为 2910, 2814,

01989, 6116 ng。

216 精密度试验

21611 仪器精密度试验  取供试品溶液 (批号

20070911) ,在上述色谱条件下重复进样分析 6次,

白芍药苷、芍药苷、柚皮苷、甘草酸含量的 RSD ( n =

6)分别为 112% , 115% , 017% , 211%。

21612 日内精密度试验  取同一批次气滞胃痛颗
粒 (批号 20071006) 6份, 按 / 2120项下方法制备 6

份供试品溶液, 1 d之内每隔 4 h取 1份供试品溶

液, 在上述色谱条件下进行分析。白芍药苷、芍药

苷、柚皮苷、甘草酸含量的 RSD ( n = 6)分别为

115%, 114%, 118% , 213%。

21613 日间精密度试验  取同一批次气滞胃痛颗

粒 (批号 20071006), 按 / 2120项下方法制备供试品
溶液,连续 6 d、每天制备 1份,在上述色谱条件下进

行分析。白芍药苷、芍药苷、柚皮苷、甘草酸含量的

RSD( n= 6)分别为 116%, 116%, 211% , 111%。

217 稳定性试验  取供试品溶液 (样品批号

20070911),室温下放置,分别于 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24 h

测定。白芍药苷、芍药苷、柚皮苷、甘草酸含量的

RSD( n = 7)分别为 113% , 014% , 113% , 215% , 结

果表明供试品溶液中白芍药苷、芍药苷、柚皮苷、甘

草酸在室温下 24 h内稳定。

218 回收率试验  精密称取已知含量的气滞胃痛

颗粒 (批号 20071006)适量, 共 18份,按对照品加入

量为样品中相应成分含有量的 80%, 100%, 120%

分别准确加入白芍药苷为 01257 m g# mL
- 1
、芍药苷

为 01324 m g# mL
- 1
、柚皮苷为 01259 mg# mL

- 1
、甘

草酸为 010888 m g# mL
- 1
的对照品混合溶液适量

(每个浓度水平 6份 )。按 / 2120项下方法制成溶

液, 在上述条件下进行分析。回收率结果见表 1。

表 1 回收率试验结果 (n= 6)

Tab 1 Resu lts of recovery

加样量

( added)

白芍药苷 ( a lbiflor in) 芍药苷 ( paeoniflor in) 柚皮苷 ( naring in) 甘草酸 ( g lycyrrhizic acid)

回收率

( re cov ery ) /%

RSD

/%

回收率

( recovery ) /%

RSD

/%

回收率

( recovery) /%

R SD

/%

回收率

( recovery) /%

RSD

/%

80% 9714 117 101 110 100 018 101 111

100% 9913 210 991 7 214 9815 216 9618 114

120% 9715 119 981 9 214 100 212 9713 211

219 样品含量分析  精密称取 3批次气滞胃痛颗

粒各 3份,按 / 2120项下方法制成溶液,在上述条件

下进行分析, 根据标准曲线回归方程计算颗粒中 4

种成分的含量,结果见表 2。

表 2 含量测定结果 ( n= 3)

Tab 2 R esu lts of con ten t

批号

( Lo t No. )

白芍药苷 ( a lbiflor in) 芍药苷 ( paeoniflor in) 柚皮苷 ( naring in) 甘草酸 ( g lycyrrhizic acid)

含量

( content) /%

RSD

/%

含量

( content) /%

RSD

/%

含量

( content) /%

R SD

/%

含量

( content) /%

RSD

/%

20070911 01 225 218 01344 118 01326 018 010882 114

20071006 01 256 211 01325 112 01259 110 010896 214

20071208 01 322 017 01485 210 01218 110 010791 219

3 讨论

311 气滞胃痛颗粒复方中含有 6种药材, 为四逆散

(柴胡、白芍、枳壳、甘草 )的基础上加入延胡索和香

附而成,经试验分析,柴胡、延胡索及香附中的成分

如柴胡皂苷、延胡索乙素等在制剂中含量很低,不能

被有效检测,而白芍、枳壳和甘草中有效成分具有药

效物质明确,复方中含量较高等特点,故本实验选取

白芍药苷、芍药苷、柚皮苷和甘草酸作为含量测定对

象, 理论可行, 操作简便。可为气滞胃痛颗粒的质量

控制提供依据。

312 中药化学成分极其复杂, 且性质各异。不同的

物质具有不同的最大紫外吸收波长, 因此在同一波

长下难以对不同成分进行有效检测。白芍药苷和芍

药苷在 230 nm处具有最大紫外吸收
[ 3, 4]

,而柚皮苷

和甘草酸的最大紫外吸收波长分别在 284 nm 和

254 nm
[ 5, 6 ]
。本研究采用变波长检测法, 对各成分
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在最大紫外吸收波长下进行含量测定, 大大提高了

检测灵敏度。

313 甘草酸为酸性物质, 实验表明, 流动相中不加

酸则甘草酸峰会出现拖尾现象, 012%的醋酸能明显

改善分离效果,对称因子达到 019, 符合含量测定要

求。

314 实验对提取方法、提取溶剂、溶剂倍量和提取

时间进行了考察。选用水和甲醇作为提取溶剂进行

比较, 采用加热回流提取和超声提取进行比较,并比

较了不同溶剂倍量和提取时间的提取效果, 结果表

明采用 50倍量甲醇超声提取 1 h效果最好, 方法简

便。

315 研究表明不同批次的气滞胃痛颗粒中 4种成

分的含量存在一定差异, 可能与药材来源及生产工

艺有关。
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  特点:药品残留溶剂分析是当今药物分析的热点之一,已经成为药品质量控制的重要组成部分,是

药品检验实验室的常规检测项目。本书在总结实践经验的基础上, 针对药品残留溶剂分析中的常见问

题, 从理论和实践两方面探讨解决方案。书中简要介绍了残留溶剂控制标准的沿革和残留溶剂分析方

法的沿革;较系统地介绍了顶空气相色谱法的原理及其在残留溶剂分析中的应用现状; 重点探讨了在药

品生产工艺复杂的情况下,如何实现对药品中的残留溶剂进行准确定性问题, 以及残留溶剂分析中的快

速定量问题;总结了药品残留溶剂测定中的各类常见问题,并提出解决方案; 介绍了如何利用计算机辅

助优化药品残留溶剂测定中色谱柱、色谱条件的选择等问题;最后探讨了如何制定药典各论品种的残留

溶剂检测方法。

读者:本书对从事药物分析,特别是从事药品检验、新药研发等方面的科研工作者有参考和实用价

值, 亦可作为大专院校高年级学生和研究生色谱分析、药物分析课的参考书。

(摘自化学工业出版社 )
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