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摘要  目的: 建立反相高效液相色谱法同时测定二至丸中红景天苷、女贞子苷和蟛蜞菊内酯的含量。方法:采用 Diam ons il C18

( 250 mm @ 4. 6 mm, 5Lm )色谱柱, 以乙腈 -磷酸水为流动相, 梯度洗脱, 流速 1. 0 mL# m in- 1,柱温 30 e , 检测波长 220 nm。

结果:红景天苷、女贞子苷、蟛蜞菊内酯进样浓度分别在 2. 2 ~ 88. 0 Lg# mL- 1 ( r= 0. 9995 ), 9. 9~ 396. 0 Lg# mL- 1 ( r =

01 9998), 0. 5~ 20. 1 Lg# mL- 1 ( r= 0. 9995)范围内与峰面积呈良好线性关系;平均回收率分别为 97. 5% , 98. 0% , 97. 8% , RSD

均小于 3%。结论:所建立的方法简便、快速、准确,重复性好, 可用于二至丸的质量控制。
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RP- HPLC simultaneous determ ination of salidroside, nuzhenide
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Abstract Objec tive: To estab lish anHPLC method for simu ltaneous determ ination o f sa lidroside, nuzhen ide and

w edelo lactone in E rzhi pills.M ethods: The chromatograph ic separation w as ach ieved on a D imonsilC18 ( 250 mm @

4. 6mm, 5 Lm) co lumn w ith acetonitrile- 0. 1% phosphoric acid solution as mob ile phase( gradient e lut ion). The

flow rate w as 1. 0mL# m in- 1, the co lumn temperature w as m ain tained at 30 e , and the detectivew ave leng th w as

set at 220 nm. Results: The calibrat ion curves of sa lidroside, nuzhenide and w edelo lactonew ere linear in the ranges

of 2. 2- 88. 0 Lg# mL- 1 ( r = 0. 9995), 9. 9 - 396. 0 Lg# mL- 1 ( r= 0. 9998) , 0. 5 - 20. 1 Lg# mL- 1 ( r =

019995), respectively. The average recoveries w ere 97. 5% , 98. 0% and 97. 8%, respectively, w ith RSD less than

3% . Conclusion: Them ethod is simple, rapid, accurate and reproducible for qua lity control of E rzh i p ills.
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二至丸是中医临床补阴剂经典名方, 由女贞子

和墨旱莲 2味药材组成,收载于中国药典 2010年版

(一部 )
[ 1]
,用于肝肾阴虚所致的眩晕耳鸣、咽干鼻

燥、失眠多梦、腰膝酸痛、月经量多等症
[ 2]
。女贞子

为方中君药,其中所含有的红景天苷和女贞子苷具

有保肝利胆、抗菌消炎、抗肿瘤、降血脂、降血糖、增

强机体免疫力等多种药理作用
[ 3 ~ 5 ]
。墨旱莲为方中

臣药, 其中所含的香豆素醚成分蟛蜞菊内酯据文献

报道具有保肝和促进肝细胞再生等作用
[ 6]
。中国

药典 2010年版 (一部 )以其中蟛蜞菊内酯含量作为

墨旱莲药材质量控制的重要指标
[ 1]
。且目前尚未

见二至丸中以上 3种有效成分含量测定的报道。中

国药典 2010年版 (一部 )对二至丸的质量控制方法

仍为薄层扫描法测定其中齐墩果酸的含量
[ 1]
, 该方

法专属性不强,准确性不高, 亟待提升。本文建立了

RP- HPLC法, 同时测定红景天苷、女贞子苷和蟛蜞

菊内酯的含量,对于二至丸的质量控制具有重要意

义。

1 仪器与试药
韩国英麟公司 YL9100 高效液相色谱仪,

YL9120UV /V IS DETECTOR, YL- C larity。

对照品红景天苷 (批号 110818 - 200404)购自
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中国药品生物制品检定所, 女贞子苷 (纯度 > 98% )

购自上海中药标准化研究中心, 蟛蜞菊内酯 (纯度

> 98% )购自上海舒展化工有限公司。二至丸 (雷

允上药业有限公司,批号 IB34001;江西仁丰药业有

限公司,批号 090701, 090901)。甲醇、乙腈 (山东禹

王实业总公司 )为色谱纯, 二次蒸馏水自制, 其他试

剂均为分析纯。

2 方法与结果
2. 1 溶液的制备

2. 1. 1 混合对照品储备液  取对照品红景天苷、女贞

子苷、蟛蜞菊内酯适量,精密称定,置于同一 25mL量

瓶中,以甲醇溶解并稀释至刻度,摇匀,制成红景天苷、

女贞子苷、蟛蜞菊内酯浓度分别为 88. 0 Lg# mL- 1、

396. 0 Lg# mL- 1、20. 1 Lg# mL- 1的混合对照品储

备液。

2. 1. 2 供试品溶液  取二至丸适量, 研细, 取约
015 g,精密称定, 置具塞锥形瓶中, 加入 80% 甲醇

25mL,称定重量,超声 ( 200W, 40 kH z)提取 1 h, 放

冷,再称定重量,加 80%甲醇补足减失的重量,取适

量经 0. 45 Lm微孔滤膜过滤即得。

2. 2 色谱条件及系统适用性试验  色谱柱: D ia-

monsil C18 ( 250 mm @ 4. 6 mm, 5 Lm);流动相: 乙腈

( A ) - 0. 1%磷酸水 ( B ), 梯度洗脱 ( 0~ 15 m in, 15%

Ay 35% A; 15~ 25 m in, 35% Ay 50% A );流速: 1. 0

mL# m in- 1;柱温: 30 e ;检测波长: 220 nm; 进样量:

20 LL。在上述色谱条件下,红景天苷、女贞子苷、蟛

蜞菊内酯色谱峰对称因子均在 0. 95~ 1. 05之间, 与

相邻色谱峰的分离度均大于 1. 5,理论塔板数均大

于 3000。色谱图见图 1。

图 1 溶剂 (A )、对照品 ( B)、IB34001号二至丸 ( C)高效液相色谱图

Fig 1 Ch rom atrogram s of solven t(A ), referen ce substances( B ) , samp le IB34001 ( C)

1.红景天苷 ( salidros ide) 2.女贞子苷 ( nu zhen ide) 3.蟛蜞菊内酯 (w edelolacton e)

2. 3 方法学验证

2. 3. 1 线性关系考察  分别精密量取混合对照品

储备液 0. 25, 0. 50, 1. 0, 2. 0, 4. 0, 10. 0 mL于 10mL

量瓶中,用甲醇稀释至刻度, 摇匀, 制得系列混合对

照品溶液。按上述色谱条件进样测定。以对照品溶

液浓度 X ( Lg# mL- 1 )为横坐标, 峰面积 Y为纵坐

标,绘制标准曲线, 得红景天苷、女贞子苷与蟛蜞菊

内酯的回归方程,分别为:

Y= 4. 290 @ 104X - 3. 15 @ 104   r= 0. 9995

Y= 2. 915 @ 104X - 5. 92 @ 104 r= 0. 9998

Y= 1. 073 @ 10
5
X - 5. 91 @ 10

4
r= 0. 9995

结果表明:红景天苷、女贞子苷、蟛蜞菊内酯浓度分

别在 2. 2~ 88. 0 Lg# mL- 1, 9. 9~ 396. 0 Lg# mL- 1,

0. 5~ 20. 1 Lg# mL- 1范围内与峰面积呈良好线性
关系。

2. 3. 2 精密度试验  取混合对照品溶液, 在上述色
谱条件下连续进样 6次, 红景天苷、女贞子苷、蟛蜞

菊内酯色谱峰面积的 RSD分别为 0. 5% , 0. 9% ,

019%。结果表明仪器精密度良好。

2. 3. 3  重复性试验  取同一批号样品 (批号

090701) ,按 / 2. 1. 20项下方法制备供试品溶液 6

份, 在上述色谱条件下进样测定。红景天苷、女贞子

苷、蟛蜞菊内酯含量的平均值 ( n = 6)分别为 1. 135,

4. 432, 0. 057 mg# g
- 1
; RSD分别为 1. 8%, 1. 5%,

113%。结果表明方法重复性良好。
2. 3. 4 稳定性试验  取供试品溶液, 室温下放置,
分别于 0, 2, 4, 8, 10, 12 h进样测定,记录色谱峰面

积。红景天苷、女贞子苷、蟛蜞菊内酯色谱峰面积的

RSD分别为 0. 8%, 1. 0% , 1. 3%, 表明供试品溶液

12 h内稳定。

2. 3. 5 回收率试验  取已知含量 (批号 090701, 红

景天苷、女贞子苷、蟛蜞菊内酯含量分别为 1. 135,

4. 432, 0. 057mg# g- 1 )的二至丸样品 6份, 每份约

0. 25 g, 精密称定, 置具塞锥形瓶中, 分别加入女贞

子苷对照品 1. 1 mg、0. 56 mg# mL- 1红景天苷对照

品溶液 0. 5 mL、0. 028 mg# mL- 1蟛蜞菊内酯对照品
溶液 0. 5mL,照 / 2. 1. 20项下方法制备供试溶液, 按

上述色谱条件测定,计算回收率。红景天苷、女贞子
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苷与蟛蜞菊内酯的平均回收率 ( n = 6 )分别为

9715%, 98. 0% , 97. 8%; RSD分别为 1. 5% , 1. 1% ,

112%。
2. 4 样品测定  取各批次二至丸样品约 0. 5 g,精

密称定,按 / 2. 1. 20项下方法制备供试品溶液。在

上述色谱条件下对 3批样品进行 3样本分析, 以外

标法计算含量,结果见表 1。

表 1 二至丸中红景天苷、女贞子苷和蟛蜞菊

内酯的含量 (m g# g- 1, n = 3)

Tab 1 Contents of salid roside, nuzhen ide and

wede lolactone in Erzh i p ills

生产厂家

( manufacturer )

批号

( L ot N o. )

红景天苷

( sa lidroside )

女贞子苷

( nuzhenide )

蟛蜞菊内酯

( wedelo lactone)

雷允上药业有限公司

( L eiyunshang Pha rm a-

ceutica l Co. , L td. )

IB34001 4. 472 20. 019 0. 038

江西仁丰药业有限公司

( Jiangx iRenfeng Pharm-

aceutical Co. , Ltd. )

090701 1. 135 4. 432 0. 057

江西仁丰药业有限公司

( Jiangx iR en feng Phar-

maceutica l Co. , L td. )

090901 0. 679 4. 361 0. 031

3 讨论

3. 1 提取条件的选择  分别考察了加热回流法、

超声提取法对 3种成分的提取效率, 结果表明超声

提取法提取效率更高,且简便易行;提取溶剂考察了

水、30%甲醇、50%甲醇、80%甲醇、甲醇, 结果表明

80%甲醇对 3种成分提取效率均较高; 同时对 80%

甲醇用量 20, 50, 100倍量进行考察,结果表明 50倍

量即可提取完全; 对超声 20, 40, 60, 80 m in进行考

察,结果表明超声 60m in即可提取完全。

3. 2 检测波长的选择  取供试品溶液,按上述色谱
条件在 200~ 400 nm范围内进行二极管阵列检测, 红

景天苷、女贞子苷和蟛蜞菊内酯分别在 275, 240, 351

nm处有最大吸收, 但在以上 3个波长处 3种成分不

能兼顾,而 220 nm波长下三成分均有较强吸收。

3. 3 流动相的选择  分别考察了甲醇 - 水、乙腈

-水系统、乙腈 -磷酸水系统,结果以乙腈 -磷酸水

系统色谱峰峰形较好, 分离较理想。酸性流动相有

利于改善蟛蜞菊内酯的色谱峰形。本实验采用用梯

度洗脱, 25m in内完成了对 3种有效成分的同时测

定, 大大缩短了分析时间。

3. 4 小结  由表 1可见不同厂家二至丸制剂间红

景天苷、女贞子苷与蟛蜞菊内酯含量差异较大,表明

很有必要对制剂中该 3种有效成分含量进行控制。

本研究所建立的 RP- HPLC法简便、快速、准确, 重

复性好,可以为二至丸的质量控制提供依据。
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