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摘要 目的: 建立 H PLC替代对照品法同时测定莪术油及其注射液中 6种成分含量。方法: 本文采用 HPLC方法,在不同条件

下测定= 牛儿酮与其他 5种成分 (莪术二酮、莪术醇、莪术烯、呋喃二烯及 B-榄香烯 )间的相对校正因子 ( RCF )。以上述 6种

成分为指标, 分别利用替代对照品法和常规含量测定方法对莪术油及其注射液进行含量测定。色谱条件:采用 W aters Symm e-

try C18 ( 41 6 mm @ 250 mm, 5Lm )色谱柱, 流动相为甲醇 -水, 梯度洗脱,流速 11 0 mL# m in- 1, 柱温 30 e , 检测波长 215 nm。

结果: 以替代对照品法测得的结果与常规含量测定方法结果一致。结论: 本试验在高效液相液相色谱仪上使用替代对照品法

同时测定了莪术油及其注射液中的 6种成分的含量,结果证明, 本方法经济实用, 可以高效、准确地对莪术油及其注射液进行

质量控制。
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Simultaneous determ ination by HPLC of 6 components in

zedoary turmeric oil and its related injectionsw ith
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Abstract Objective: To establish and validate anHPLC me thod w ith sing lemarker to simultaneously determ ine six

componen ts in zedoary turm eric o il and its related in jections. M ethods: The relat ive correct ion factors( RCF) o f

the five components( curd ione, curcumo ,l curzerene, furanodiene, B- elemene) w ere measured by HPLC under

different conditionsw ith germacrone as standard re ference. A ssay o f zedoary turm er ic o il and its re lated in jections

w as determ ined by rep lacem entm ethod of chem ical reference substance and the conventiona lHPLCm ethod w ith the

above six components as the index components. The ana lysis w as performed on aWaters Symmetry C18 ( 416 mm @

250mm, 5m ) column; Themobile phase was composed ofmethano l- w aterw ith a linear gradient elution; The flow

ratew as 110mL# m in
- 1

and the temperature of columnw as 30 e ; TheUV detect ion w avelength w as set at 215 nm.

Results: The quantitative resu lts of the new method w ere almost consistent w ith the results of conventiona lHPLC

method. Conclusion: For the first time, the rep lacementmethod o f chem ical reference substance is adopted inHPLC

simu ltaneous determ ination o f zedoary turmeric o il and its re lated in jections. The new method is econom ica l and prac-

t icalw hich is h ighly effective and accurate for quality control of zedoary turmeric oil and its related injections.

K ey words:HPLC; replacement method o f chem ical reference substance; zedoary turmeric oi;l zedoary turmeric

o il in ject ion; assay

现行中国药典、部颁及局颁药品标准收载了大

量应用中药化学对照品及对照药材的检验项目。然

而,由于中药的品种繁多,成分复杂, 从含量很低的

药材中提取、分离、制备标准物质,对分离、制备技术

及成本要求很高
[ 1]
。因此, 目前中药化学对照品的

品种和数量远远不能满足药品的监督检验、质量标

准的研究与提高, 以及新药研制等方面的要求。在

很大程度上,中药标准物质品种和质量的相对滞后,
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已成为中药标准制定与提高的制约因素。

莪术油、莪术油注射液及莪术油葡萄糖注射液

在抗病毒、抗肿瘤方面有显著疗效
[ 2 ]
, 收载于中国

药典。目前, 已从莪术油中分离鉴定成分 30余

种
[ 3~ 7]

,但莪术油及其注射液的含量测定仅用单一

成分作为质量控制指标, 且莪术油及其注射液的指

标成分不一致。另外, 莪术油与其注射液的含量测

定方法也不一致。如中国药典 2005年版规定:莪术

油的含量测定方法采用 HPLC法,以= 牛儿酮作为指

标;莪术油注射液及莪术油葡萄糖注射液的含量测定

方法均为紫外分光光度法,以莪术醇作为指标。但莪

术醇不稳定,与莪术二酮可以相互转化
[ 8]
, 而且目前

莪术醇的抗癌活性也存在较大争议
[ 9]
。因此,如何建

立起一个专属性好、灵敏度高,能够科学合理控制莪

术油及其注射液质量的质量标准成为该药研究的一

个重点。

为解决对照品短缺问题以及进一步完善质量标

准,参考有关文献
[ 10]

,本文提出用替代对照品同时对

莪术油及其注射液中多种成分进行含量测定的方法。

该方法只需测定其中 1个易得到而稳定的成分 (= 牛

儿酮 ) ,利用其余 5种待测成分 (莪术二酮、莪术醇、莪

术烯、呋喃二烯、B- 榄香烯 )与它的相对校正因子

(RCF)来计算其含量。6种成分的化学结构式见图 1。

图 1 6种成分的结构示意图

Fig 1 Chem ical stru ctures of 6 com ponen ts

1 仪器与试药

色谱仪 (均为多元低压梯度 ) : W aters 2690 -

2487高效液相色谱仪 (色谱仪 1) , Sh imadzu LC -

10ATvp(色谱仪 2) , Ag ilent 1100 Series(色谱仪 3) ;

色谱柱: W aters Symmetry C18 ( 416 mm @ 250 mm,

5 Lm) (色谱柱 1) , W aters A tlantis C18 ( 416 mm @
250mm, 5 Lm ) (色谱柱 2), A lltim a C18 ( 416 mm @

250mm, 5 Lm ) (色谱柱 3 ), Inertsil ODS - P ( 416
mm @ 250 mm, 5 Lm ) (色谱柱 4) ; W aters Symmetry

C18 ( 416 mm @ 150 mm, 5 Lm ) (色谱柱 5 ), M ettler

AE240十万分之一天平。

对照品: 莪术醇 (批号 100185- 200506,按含量

100%折算 )、= 牛儿酮 (批号 111665- 200401,按含

量 94196% 折算 )、B - 榄香烯 (批号 100268 -

200401,按含量 9912%折算 )均购自中国药品生物

制品检定所, 莪术烯 (含量按 100% 计 )、呋喃二烯

(含量按 100%计 )、莪术二酮 (含量按 100%计 )由

澳门大学李绍平教授提供。

样品: 10批莪术油, 其中 7批由浙江天瑞制药

股份有限公司提供, 3批由达州市天然植物药业有

限公司提供; 15批莪术油注射液样品, 分别由哈尔

滨三联药业有限公司、黑龙江迪龙制药有限公司、浙

江天瑞药业有限公司、华夏药业有限公司、黑龙江瑞

格制药和徐州莱恩药业有限公司提供; 12批莪术油

葡萄糖注射液样品,分别由黑龙江迪龙制药有限公

司、四川科伦药业股份有限公司、丽珠集团利民制药

厂和山东鲁抗辰欣药业有限公司提供。

试剂: 甲醇为色谱纯, 水为去离子水 (M illipore

超纯水系统制备 )。

2 溶液的制备

211 系列浓度混合对照品溶液 精密称取对照品

莪术二酮 34171 mg、莪术醇 47153 mg、= 牛儿酮

49171 mg、莪术烯 41125 mg、呋喃二烯 50146 mg及

B-榄香烯 47175 mg,分别置于 10mL量瓶中,加甲

醇稀释至刻度,作为单一对照品对照品储备液。分

别精密吸取上述 6个储备液 1, 1, 1, 1, 2, 2mL于 10

mL量瓶中,加甲醇稀释成分别含莪术二酮、莪术醇、

= 牛儿酮、莪术烯、呋喃二烯及 B- 榄香烯 34711,
47513, 49711, 41215, 100912, 955 Lg# mL

- 1
的溶液,

作为混合对照品储备液。精密吸取混合对照品储备

液 0105, 011, 012, 015, 1, 2 mL于 10 mL量瓶中, 加

甲醇稀释至刻度,即得系列浓度混合对照品溶液。

212 供试品溶液 取莪术油 011 g, 精密称定, 置

10mL量瓶中,用甲醇定容,摇匀,精密量取 1 mL置

10mL量瓶中, 加甲醇稀释至刻度, 摇匀,即得莪术

油供试品溶液;精密量取莪术油注射液 1 mL, 于 10

mL量瓶中,加甲醇定容,摇匀,即得莪术油注射液供

试品溶液;取莪术油葡萄糖注射液即得莪术油葡萄

糖注射液供试品溶液。

3 色谱条件与系统适用性

色谱柱: W a ters Symmetry C18 ( 416 mm @ 250

mm, 5 Lm ); 流动相: 甲醇 ( A ) - 水 ( B ), 梯度洗脱

( 0~ 14m in, 78% A; 14 ~ 19 m in, 78% A y 90% A;
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19~ 50 m in, 90% A ); 流速: 110 mL# m in
- 1
; 检测波

长: 215 nm;柱温: 30 e ; 进样量: 20 LL。理论塔板数

按= 牛儿酮峰计算不应低于 5000; 莪术二酮、莪术醇、

= 牛儿酮、莪术烯、呋喃二烯及 B-榄香烯色谱峰与其

相邻峰的分离度在 115~ 518范围内。色谱图见图 2。

图 2 对照品 (A )、莪术油 ( B )、莪术油注射液 ( C )及莪术油葡萄糖

注射液 ( D)H PLC图谱

Fig 2 HPLC chrom atogram s of referen ce subs tan ce(A ) , zedoary turm er-

ic oil( B ), zedoary turm eric oil in jection( C ) and zedoary tu rm eric o iland

glu cose in jection( D)

1.莪术二酮 ( curd ione) 2.莪术醇 ( curcum ol) 3. = 牛儿酮 ( germa-

crone) 4.莪术烯 ( cu rzerene) 5.呋喃二烯 ( furanod iene) 6. B-榄

香烯 ( B- elemene)

4 基本原理
在一定的范围 (线性范围 )内成分的量 (质量或

浓度 )与检测器响应成正比, 即: f =W /A
[ 11]
。在多

指标质量评价时, 以样品中某一典型成分 (有对照

品供应者 )为替代对照品, 建立该成分与其他成分

间的相对校正因子 RCF, 如:

f is =
f i

f s
=
W i @ A s
W s @ A i

=
C i @ V i @A s

C s @ Vs @A i

[ 12, 13]

f is为待测成分 i相对于替代对照品 s的相对校正因

子 ( RCF) ; C i为对照品的浓度; C s为替代对照品的浓

度; A i为对照品的峰面积; A s为替代对照品的峰面积;

V i为对照品溶液体积; V s为替代对照品溶液体积。

测定样品时,用替代对照品进行测定,被测样品

浓度:

C = f @ A
A s /C s

A为被测样品峰面积。根据测定结果, 观察替代对

照品进行药品质量控制的可行性。

5 方法学考察

511 线性关系的考察 精密吸取上述混合对照品储

备液和系列浓度混合对照品溶液 20 LL进样,每个浓

度进样 3次,取平均值。按色谱条件测定峰面积,以

峰面积 Y为纵坐标, 以对照品浓度 X (Lg# mL
- 1

)为

横坐标,求得莪术二酮、莪术醇、= 牛儿酮、莪术烯、呋

喃二烯和 B-榄香烯的线性回归方程分别为:

Y= 11503 @104X + 85014 r= 019998
Y= 81120 @103X + 63315 r= 019998

Y= 61034 @10
4
X + 81611 @ 10

3
r= 019999

Y= 81208 @103X + 81661 @ 10
3

r= 019999
Y= 51477 @104X + 21179 @ 10

4
r= 019996

Y= 41170 @103X + 44312 r= 019999
结果表明: 上述 6个成分进样浓度分别在 1174 ~
34710, 2138 ~ 47510, 2149 ~ 49710, 2107 ~ 82610,
5105~ 1009, 4178~ 95510 Lg# mL

- 1
范围内线性关

系良好。

512 校正因子的测定及测定方法的耐用性考察

根据样品的线性范围, 精密吸取系列浓度混合

对照品溶液 20 LL进样测定,每个浓度进样 3次,取

平均值。以= 牛儿酮为替代对照品 ( S) ,莪术二酮、

莪术醇、莪术烯、呋喃二烯、B-榄香烯为待测成分

( i), 按公式 f is=
f i

f s
=
W i@A s
W s @A i

=
C i@V i@A s

C s @V s @A i
计算系

列浓度下的 f is, 得到同一待测成分 ( i)系列浓度下

f is的平均值, 即= 牛儿酮对莪术二酮、莪术醇、莪术
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烯、呋喃二烯、B-榄香烯的相对校正因子 ( RCF)。

51211 不同品牌同类型色谱柱对 RCF值测定的影

响 HPLC测定时会用到不同品牌的同类型色谱

柱。使用同一台液相色谱仪 W aters 2690- 2487高

效液相色谱仪 (色谱仪 1) ,分别用 4种不同品牌相

同尺寸相同填料的色谱柱测定对照品= 牛儿酮和其

他 5种对照品标准曲线的斜率,计算 RCF见表 2,考

察更换不同色谱柱对 RCF值的影响。由表 1可以

看出在同一台高效液相色谱仪上, 更换不同品牌的

色谱柱对 RCF值影响不大。

表 1 不同品牌同类型色谱柱对 RCF值测定的影响

Tab 1 RCFs in d ifferen tHPLC columns

色谱柱

( co lumn)

f莪术二酮 /f= 牛儿酮

( f curdione /fgerm acrone )

f莪术醇 /f= 牛儿酮

( f curcumo l/f ge rm ac rone)

f莪术烯 /f= 牛儿酮

( f curzerene /f germacrone)

f呋喃二烯 /f= 牛儿酮

( f furanodiene /f germacrone )

f B-榄香烯 /f= 牛儿酮

( f B- e lem ene /f ge rm ac rone )

1 410420 714628 713763 111081 1416050

2 411009 714447 713792 111001 1415287

3 412134 714541 713876 110875 1414113

4 411062 715990 714766 110967 1414936

平均值

( average)
411156 714901 714049 110981 1415097

R SD /% 115 110 017 01 8 016

51212 不同柱温对 RCF值测定的影响 HPLC的柱

温箱存在偏差, 用同一台液相色谱仪 Waters 2690 -

2487高效液相色谱仪 (色谱仪 1),分别在 25, 27, 30, 35

e 用相同的色谱柱Waters Symmetry C18 ( 416mm @250

mm, 5 Lm) (色谱柱 1)测定对照品= 牛儿酮和其他 5

种对照品标准曲线的斜率,计算 RCF见表 2,考察不同

柱温对 RCF值的影响。由表 2可以看出,在同一台高

效液相色谱仪上,柱温变化对 RCF值影响不大。

表 2 柱温变化对 RCF值测定的影响

Tab 2 RCFs in d ifferen t colum n tem peratures

温度 ( tempera ture)

/e

f
莪术二酮

/f
= 牛儿酮

( f curdione /fgerm acrone )

f
莪术醇

/f
= 牛儿酮

( f curcumo l/f ge rm ac rone )

f
莪术烯

/f
= 牛儿酮

( f curzerene /f ge rmacrone)

f
呋喃二烯

/f
= 牛儿酮

( f furanodiene /f germacrone)

f
B-榄香烯

/f
= 牛儿酮

( f B- e lem ene /f ge rm ac rone )

20 410220 714428 71 3563 111001 1415047

25 410530 715477 71 3648 111005 1414759

27 411219 714502 71 3664 110981 1415131

30 410420 714628 71 3763 111081 1416050

35 411323 716469 71 4625 111296 1414979

平均值

( average)
410743 715101 71 3852 111073 1415193

R SD /% 112 112 016 11 2 013

51213 不同液相色谱仪对 RCF值测定的影响 用

W aters Symme try C18 ( 416mm @ 250mm, 5Lm )柱, 分

别在 3台高效液相色谱仪: W aters 2690- 2487(色谱

仪 1)、Shimadzu LC - 10ATvp(色谱仪 2)和 Ag ilent

1100 Series(色谱仪 3)上测定,计算 RCF值,结果见

表 3。由表 3可以看出, 不同高效液相色谱仪对

RCF值影响不大。在实际检验工作中,不同色谱柱

和不同仪器是主要变化因素, 用 /不同品牌同类型
色谱柱0和 /不同液相色谱仪 0求得的 RCF平均值

计算,见表 4。

表 3 不同液相色谱仪对 RCF值测定的影响

Tab 3 RCFs in differen tHPLC instrum en ts

仪器

( instrument)

f
莪术二酮

/f
= 牛儿酮

( f curdione /fgerm acrone )

f
莪术醇

/f
= 牛儿酮

( f curcumo l/f ge rm ac rone )

f
莪术烯

/f
= 牛儿酮

( f curzerene /f germacrone)

f
呋喃二烯

/f
= 牛儿酮

( f furanodiene /f germacrone )

f
B-榄香烯

/f
= 牛儿酮

( fB- e lemene /f germ acrone )

1 410420 714628 71 3763 111081 1415047

2 410863 715990 71 5864 111267 1416636

3 319569 714509 71 5066 111124 1415301

平均值

( average )
410284 715042 71 4898 111157 1415661

RSD /% 116 111 114 01 9 016
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表 4 不同液相色谱仪与不同品牌同类型色谱柱的 RCF平均值

Tab 4 RCF s average va lue in differen tHPLC instrum en ts and colum ns

影响因素

( influenc ing

fac tors)

f莪术二酮 /f= 牛儿酮

( f curdione /fgerm acrone )

f莪术醇 /f= 牛儿酮

( f curcumo l/f ge rm ac rone )

f莪术烯 /f= 牛儿酮

( f curzerene /f germacrone)

f呋喃二烯 /f= 牛儿酮

( f furanodiene /f germacrone )

fB-榄香烯 /f= 牛儿酮

( fB- e lemene /f germ acrone )

1 411156 714901 71 4049 110981 1415097

2 410284 715042 71 4898 111157 1415661

平均值

( average )
410720 714972 71 4473 111069 1415379

注 ( no te ): 1-不同品牌同类型色谱柱 RCF平均值 ( RCFs average va lue in differentHPLC co lumns) ; 2- 不同液相色谱仪 RCF平均值 ( RCFs average va lue in di-f

ferentHPLC instruments)

513 检测限与定量限 逐级稀释各单一对照品对

照品储备液, 按 3倍信噪比 ( S /N = 3)计算莪术二

酮、莪术醇、= 牛儿酮、莪术烯、呋喃二烯和 B- 榄香

烯的检测限分别为 0185, 2138, 0150, 2107, 0151,
6169 Lg# mL

- 1
; 按 10倍信噪比 ( S /N = 10)计算上

述 6个成分的定量限分别为 3125, 9150, 1149, 8126,
2102, 1911 Lg# mL

- 1
。

514 精密度试验 精密吸取同一莪术油供试品溶

液 20 LL连续进样 6次, 记录峰面积, 结果莪术二

酮、莪术醇、= 牛儿酮、莪术烯、呋喃二烯和 B- 榄香

烯的 RSD ( n = 6 )分别在 014%, 110% , 015% ,

110%, 014%, 017%。
515 重复性试验 按 / 2120项下方法制备 3种样

品的供试品溶液各 6份。分别在本文色谱条件下试

验, 计算含量。结果莪术油样品中莪术二酮、莪术

醇、= 牛儿酮、莪术烯、呋喃二烯和 B- 榄香烯的平

均含量 ( n = 6)为 181130, 22104, 78135, 536154,
141175, 25104 mg# g

- 1
; RSD分别为 012% , 113% ,

015%, 012%, 013% , 111%。莪术油注射液样品中
上述 6个成分的平均含量 ( n = 6 )分别为 1182,
0130, 0178, 6179, 1115, 0134 mg# mL

- 1
; RSD分别

为 016%, 018% , 017% , 018% , 016% , 110%。莪术
油葡萄糖注射液样品中上述 6个成分的平均含量

( n = 6)分别为 0107, 0102, 0104, 0128, 0104, 0102
mg # mL

- 1
; RSD 分 别为 019% , 016% , 112% ,

112%, 112%, 112%。
516 供试品溶液稳定性试验 精密量取供试品溶

液 20 LL分别于配制后的 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 36 h

测定峰面积。结果莪术油供试品溶液中莪术二酮、

莪术醇、= 牛儿酮、莪术烯、呋喃二烯和 B-榄香烯

峰面积的 RSD ( n = 8)分别为 014%, 112% , 015% ,

019%, 014%, 110%; 莪术油注射液供试品溶液中上

述 6个成分峰面积的 RSD ( n = 8)分别为 011% ,

113% , 013% , 013%, 018%, 118%; 莪术油葡萄糖注

射液供试品溶液中上述 6个成分峰面积的 RSD ( n

= 8)分别为 013% , 013%, 015%, 117% , 112%,

115%。表明 3种样品的供试品溶液均于 36 h内稳

定。

517 加样回收率试验 精密称取 / 5150项下已测

知含量的莪术油样品约 01125 g, 共 9份,分别置 25

mL量瓶中,用甲醇定容,摇匀,精密量取 1mL置 10

mL量瓶中, 按 80% , 100% , 120%浓度分别添加一

定量的对照品, 用甲醇定容, 摇匀, 测定, 计算回收

率; 精密量取 / 5150项下已测知含量的的莪术油注

射液 5 mL,共 9份,分别置 10 mL量瓶中, 用甲醇定

容, 摇匀, 精密量取 1 mL置 10 mL量瓶中,按 80%,

100% , 120%浓度分别添加一定量的对照品, 用甲醇

定容,摇匀,测定,计算回收率; 精密量取 / 5150项下

已测知含量的的莪术油葡萄糖注射液 5 mL置 10

mL量瓶中,共 9份, 按 80% , 100%, 120%浓度分别

添加一定量的对照品,用甲醇定容,摇匀,测定,计算

回收率。结果见表 5。

6 样品含量测定
611 外标法 精密称取 6种对照品适量,加甲醇制

成莪术二酮、莪术醇、= 牛儿酮、莪术烯、呋喃二烯及

B- 榄香烯浓度分别为 0103, 0103, 0106, 0107,
0106, 0107 mg# mL

- 1
的混合溶液, 作为对照品溶

液。精密量取此对照品溶液及供试品溶液各 20

LL,在本文色谱条件下进样测定, 以外标法计算上

述 6种成分含量。结果见表 6~ 8。

612 替代对照品法 精密称取= 牛儿酮对照品适

量,加甲醇制成 0107mg# mL
- 1
的溶液,作为对照品

溶液。精密量取此对照品溶液及供试品溶液各 20

LL,在本文色谱条件下进样测定, 以替代对照品法

计算莪术二酮、莪术醇、= 牛儿酮、莪术烯、呋喃二烯

及 B-榄香烯 6种成分含量。结果见表 6~ 8。
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表 5 莪术油及其注射液加样回收率试验结果 (n= 9)

Tab 5 Resu lts of average recoveries of zedoary turm er ic oil and its re lated in jection s

名称

( nam e)

莪术油

( zedoary turmeric oil)

莪术油注射液

( zedoary turmeric o il in jection)

莪术油葡萄糖注射液

( zedoary turmeric o il and glucose inje ction)

平均回收率

( average recovery) /%
RSD /%

平均回收率

( av erage recovery) /%
RSD /%

平均回收率

( average recovery ) /%
RSD /%

莪术二酮

( curdione)
10012 110 10017 11 2 10019 117

莪术醇

( curcumol)
99116 0188 99172 11 2 10013 114

= 牛儿酮

( germacrone)
99194 0171 10017 11 4 10018 211

莪术烯

( curzerene)
10117 019 99195 01 8 10014 014

呋喃二烯

( furanodiene)
10014 018 99153 01 9 10011 015

B-榄香烯

( B- elemene)
99163 019 98149 11 1 98115 115

表 6 2种方法测定莪术油的含量 (m g# g- 1 )

Tab 6 Com par ison of conten ts of zedoary turm er ic o il by two m ethods

编号

( N o. )

莪术二酮

( curdione )

莪术醇

( curcumo l)

= 牛儿酮

( germacrone)

莪术烯

( curzerene)

呋喃二烯

( furanodiene)

B- 榄香烯

(B- elem ene)

a b a b a a b a b a b

1 182161 1831 69 22121 221 36 78149 543104 547139 1401 37 141118 25174 25194

2 181136 1821 44 24122 241 38 73159 505161 509169 1331 64 134134 32183 33103

3 168125 1691 21 25157 251 74 72111 509103 513112 1331 51 134121 30154 30174

4 177165 1781 69 26157 261 83 74117 509182 513190 1341 34 135104 29159 29169

5 166194 1671 90 25164 251 82 72115 495138 499138 1411 40 142119 30103 30123

6 173121 1741 36 ) ) 52174 50107 50142 2171 77 218199 10168 10168

7 194129 1941 99 ) ) 62130 65123 65175 2221 96 224118 14139 14149

8 170109 1711 13 24163 241 80 71153 426124 429172 1461 12 146190 34154 34174

9 140114 1401 92 14148 141 57 64135 390149 393171 1751 78 176173 28121 28131

10 153121 1541 06 26193 271 11 69161 741111 747102 1171 24 117185 49102 49122

注 ( no te ): a- 外标法 ( ex te rna l standard method); b-替代对照品法 ( repla cementme thod o f chem ical refe rence substance); / - 0: 未检出 ( unde tec ted)

表 7 2种方法测定莪术油注射液的含量 (m g# mL- 1 )

Tab 7 Com par ison of con ten ts of zedoary turm er ic oil in jec tion by two m ethods

编号

( N o. )

莪术二酮

( curdione )

莪术醇

( curcumo l)

= 牛儿酮

( germacrone)

莪术烯

( curzerene)

呋喃二烯

( furanodiene)

B- 榄香烯

(B- elem ene)

a b a b a a b a b a b

1 1183 1184 01 30 0130 0181 6172 6178 1129 11 29 0136 0136

2 1181 1182 01 30 0131 0178 6181 6186 1115 11 16 0133 0133

3 1184 1185 01 30 0130 0179 6166 6171 1129 11 29 0135 0135

4 1198 1199 01 47 0148 1100 8153 8160 1152 11 53 0152 0153

5 1199 2100 01 45 0145 1100 8150 8157 1151 11 52 0150 0150

6 1199 2100 01 47 0148 0199 8168 8175 1152 11 53 0154 0155

7 1198 2100 01 33 0133 0188 6109 6114 1136 11 37 0132 0132

8 1199 2100 01 33 0133 0187 6115 6120 1137 11 38 0134 0134

9 1199 2100 01 34 0134 0187 6114 6118 1136 11 36 0132 0133

10 1158 1159 01 46 0147 0176 8121 8127 0166 01 66 0144 0144
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续表 7

编号

( N o. )

莪术二酮

( curdione )

莪术醇

( curcumo l)

= 牛儿酮

( germacrone)

莪术烯

( curzerene)

呋喃二烯

( furanodiene)

B- 榄香烯

(B- elem ene)

a b a b a a b a b a b

11 1154 1155 01 44 0144 0189 8123 8130 0166 01 66 0141 0141

12 1157 1158 01 48 0148 0176 8119 8126 0166 01 67 0141 0141

13 1184 1185 01 31 0131 0181 5156 5160 1152 11 53 0132 0132

14 1184 1185 01 29 0130 0182 5125 5129 1152 11 53 0133 0133

15 1198 2100 01 38 0138 0189 7106 7112 1138 11 38 0136 0136

注 ( no te ): a- 外标法 ( ex te rna l standard method); b-替代对照品法 ( repla cementme thod o f chem ical refe rence substance)

表 8 2种方法测定莪术油葡萄糖注射液的含量 (m g# mL- 1 )

Tab 8 Com parison of con tents of zedoary turm eric oil and g lucose in jection by two m ethods

编号

( N o. )

莪术二酮

( curdione )

莪术醇

( curcumo l)

= 牛儿酮

( germacrone)

莪术烯

( curzerene)

呋喃二烯

( furanodiene)

B-榄香烯

( B- e lemene )

a b a b a a b a b a b

1 0107 0107 01 02 0102 0104 0128 0128 0104 01 04 0102 0102

2 0106 0106 01 02 0102 0104 0128 0128 0104 01 04 0101 0102

3 0106 0106 01 02 0102 0103 0127 0127 0103 01 03 0102 0102

4 0107 0107 01 02 0102 0104 0126 0126 0104 01 04 0102 0102

5 0107 0107 01 02 0102 0104 0122 0123 0103 01 03 0102 0102

6 0107 0107 01 02 0102 0104 0124 0124 0103 01 03 0101 0101

7 0104 0104 01 03 0103 0104 0120 0120 0102 01 02 0102 0102

8 0104 0104 01 03 0103 0104 0120 0120 0102 01 02 0102 0102

9 0104 0104 01 03 0103 0104 0121 0121 0102 01 02 0102 0102

10 0106 0106 01 02 0102 0104 0123 0123 0104 01 04 0102 0102

11 0106 0106 01 02 0102 0104 0123 0123 0104 01 04 0102 0102

12 0106 0106 01 02 0102 0104 0123 0123 0104 01 04 0102 0102

注 ( no te ): a- 外标法 ( ex te rna l standard method); b-替代对照品法 ( repla cementme thod o f chem ical refe rence substance)

613 莪术油及其注射液含量测定外标法与替代对

照品法比较

将以外标法和替代对照品法分别测定的 10批

莪术油、15批莪术油注射液、12批莪术油葡萄糖注

射液中莪术二酮、莪术醇、= 牛儿酮、莪术烯、呋喃二

烯及 B- 榄香烯的含量结果 (表 6~ 8)分别进行配

对样本的 t检验,结果显示 p值均大于 0105, 无显著
性差异,见表 9。

表 9 配对 t检验

Tab 9 Paired t test

样品

( sample)

莪术二酮

( curdione)

莪术醇

( curcumo l)

= 牛儿酮

( ge rm acrone)

莪术烯

( curzerene)

呋喃二烯

( furanod iene)
t0105/2, n- 1

莪术油

( zedoa ry turmeric o il)

n = 10

21154 01708 01521 11328 01 853 21262

莪术油注射液

( zedoary turmeric o il in jection)

n = 15

11692 11287 11565 01996 11 288 21145

莪术油葡萄糖注射液

( zedoary turm eric o il and g lucose inject ion)

n = 12

11281 21127 21029 11203 01 667 21201

7 讨论与结论

711 目前,中药注射剂质量标准是借鉴化学药品注

射剂的质量控制模式, 但由于中药注射剂又有自己

的多组分特色,因此,如何建立起一个专属性好、灵

敏度高,能够科学合理控制药品质量的质量标准成

为中药注射剂研究的一个重点。针对中药中化学对

照品不易获得的问题, 本试验以莪术二酮、莪术醇、

= 牛儿酮、莪术烯、呋喃二烯及 B-榄香烯 6种成分
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作为含量测定的指标成分, 利用替代对照品法同时

测定莪术油及其注射液中 6种成分, 并将该法测定

结果与相同液相色谱测定条件常规外标法的测定结

果进行比较,发现 2种测定结果基本一致。

712 本试验用= 牛儿酮作替代对照品,建立该成分

与其他 5种成分间的相对校正因子 ( RCF)是由于=

牛儿酮的纯品与其他成分的纯品相比较易获得,而

且在莪术油中含量较高,具有药理活性,对癌细胞有

一定的抑制
[ 9]
。

713 在相对校正因子的耐用性考察中,不同试验条

件下= 牛儿酮与其他 5种成分间的相对校正因子有

较好的重现性 ( RSD均 < 2% ), 说明用替代对照品

法进行中药及其制剂的质量控制是可行的、实用的。

714 色谱条件的选择

71411 色谱柱的选择 C18柱对莪术油中成分的分

离效果较好
[ 10 ]

,但莪术油中化学成分复杂,相同品

牌相同填料不同长度的色谱柱对莪术油的分离效果

有明显差别。本试验分别采用W aters Symm etry C18

( 416 mm @ 250 mm, 5 Lm ) (色谱柱 1 )和 W aters

Symme try C18 ( 416mm @ 150mm, 5 Lm) (色谱柱 5) 2

根色谱柱,在相同的色谱条件下进行试验,结果发现经

过色谱柱 5莪术醇与= 牛儿酮两色谱峰分离度达不到

要求, 说明色谱柱长度对于莪术油及其注射液的分离

有显著影响,最终试验均选用长 250mm的色谱柱。

71412 检测波长的选择 莪术油中主要成分为末端

吸收,参考有关文献
[ 10 ]

,确定 215 nm作为检测波长。

71413 流动相的选择 本文分别对乙腈 -水、乙腈

-磷酸溶液 ( 011% )、甲醇 - 水、甲醇 - 磷酸溶液

( 011% ~ 014% )梯度洗脱分离样品的效果进行了

考察, 结果发现, 甲醇 -水较好分离。有研究采用甲

醇 -水等度洗脱
[ 10 ]

,但发现等度洗脱时莪术醇与=

牛儿酮的分离度不理想, 经过摸索最终确定了本文

所述的梯度洗脱条件。

715 供试品溶液制备方案的选择 莪术油 (葡萄糖 )注

射液处方中,莪术油注射液约含莪术油 10mg# mL
- 1
,莪

术油葡萄糖注射液约含莪术油 014mg# mL
- 1
。根据供

试品溶液中待测 6种化合物的分离度及峰面积,确定

供试品制备的浓度。由于莪术油不易溶于水,易溶于

甲醇、乙醇等,制备供试品时选甲醇作为溶剂。
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