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紫草油膏中左旋紫草素的含量测定

姚水宝,黄小华,杨水新 � (湖州市中心医院, 浙江 湖州
313000)

[摘要] � 目的: 建立紫草油膏中左旋紫草素的含量测定方

法。方法: 采用 HPLC 法, 色谱柱为 Shimpack C18 ( 6 mm  
150 mm, 5 �m) , 流动相为甲醇�水�磷酸( 85!15!0. 3, v/ v) ,检

测波长为 516 nm。结果:在0 . 16~ 0. 8 �g 间, 左旋紫草素进

样量与峰面积呈良好的线性, 线性方程为 Y= 24 623 . 04X+

4 636. 63 , r= 0 . 999 4 ;测得紫草油膏中左旋紫草素的平均含

量为5. 33 mg�( 100 mL) - 1。结论:结果准确, 重复性好。
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� � 紫草油膏为本院制剂室自制的中药油膏剂, 由紫草、虎
杖、地榆、黄柏、生地, 当归、白芷、四季青叶等药材煎制而成,

具收敛止痛、解毒透疹的作用, 主要用于血热毒盛、麻疹不

透、水火烫伤等, 临床疗效显著。紫草油膏中主要的药用成

分是紫草,紫草含有十几种紫草素成分, 其中主要是以左旋

紫草素( C16H 16O 5)为主的羟基萘醌类色素。中国药典 2005

年版一部采用分光光度法测定左旋紫草素的含量。本实验

参考文献[1~ 5 ]采用 H PLC 法对紫草油膏中的左旋紫草素进

行含量检测, 经多次实验, 最终选用甲醇�水�磷酸 ( 85!
15!0. 3, v/ v)为流动相, 检测波长为 516 nm; 在此色谱条件

下,左旋紫草素与其他萘酚类成分色谱峰得以完全分离,方

法简单、快速、准确,建立了紫草油膏的质控标准。

1 � 材料与方法
1. 1 � 材料 � Waters 高效液相色谱仪 ( 996 二极管阵列检测

器, 515 泵, 7725I 进样阀, M illennium32 色谱管理系统 ) ; 左

旋紫草素对照品(中国药品生物制品检定所, 批号 0769-

9602) ;紫草油膏由本制剂室自制;甲醇、磷酸均为色谱纯;水

为自制二次纯化水。

1. 2 � 色谱条件 � 色谱柱为 Shimpack C18柱 ( 150 mm  6

mm, 5 m) ,加 Alltech C18预柱。流动相为甲醇�水�磷酸( 85!

15!0. 3, v/ v)。流速: 1 mL�min- 1 ; 检测波长: 516 nm。典型

色谱图如图 1。

1. 3 � 对照品溶液的配制 � 取左旋紫草素对照品4 . 96 mg ,精

密称定,置 25 mL 量瓶中, 加甲醇适量溶解并稀释至刻度, 摇

匀,制成198 . 4 �g�L - 1对照品溶液。

1. 4 � 样品处理 � 精密移取紫草油膏 10 mL,置分液漏斗中,

加0. 25 mo l�L- 1氢氧化钠溶液提取 3 次, 每次 20 mL, 至萃

取液呈无色。合并碱液, 加0 . 5 mo l�L- 1硫酸溶液调 pH 值

至5. 0 ,加氯仿提取 4 次( 30 , 30 , 20, 20 mL) , 合并氯仿液,水

浴蒸干,残渣加甲醇溶解并定量转移至 50 mL 量瓶中, 加甲

醇至刻度。

2 � 结果

2. 1 � 线性关系考察 � 精密吸取198 . 4 mg�L- 1的左旋紫草素

对照品溶液 1, 2, 3, 4, 5 mL 分别置于 25 mL 的量瓶中, 加甲

醇稀释至刻度, 配成 7. 936 , 15. 872, 23. 808, 31. 744, 39 . 680

mg� L - 1标准溶液。分别进样上述溶液 20 �L , 注入液相色

谱中,测定色谱峰面积。以进样量为横坐标, 3 次测定峰面积

的均值为纵坐标作图, 得回归方程: Y = 24 623. 04 X +

4 636. 629, r= 0 . 999 4。进样量在0 . 16~ 0 . 8 �g 间线性关系

良好。

图 1 � 阴性样品( A)、左旋紫草素对照品( B)和供试品( C)的色谱图

1.左旋紫草素

Fig1 � T he H PL C chromato gram of blank sampk ( A ) , L�shikonin

reference substance( B) and tested s am ple( C)

1. L�sh ikonin

2. 2 � 精密度考察 � 进样7 . 936, 15 . 872 , 31 . 744 mg�L - 1标准

溶液各 20 �L, 连续测定 3 次; 连续进样 3 d,测定峰面积,按

外标法换算成浓度,分别计算日间差、日内差。结果见表 1。

表 1� 精密度测定结果

Tab 1 � Results of precision test

加入量

/ mg�L- 1

日内

测得量/ mg�L- 1 RSD/ %

日间

测得量/ mg�L - 1 RSD/%

7 . 94 8 . 08 1. 5 7 . 90 2. 2

15 . 87 15. 86 1. 6 16 . 02 2. 8

31 . 74 31. 39 1. 4 32 . 23 3. 3

2. 3 � 回收率的测定 � 精密移取未加紫草药材的阴性油膏 10

mL置分液漏斗中,精密吸取左旋紫草素对照品溶液( 7. 936 ,

15. 872, 31 . 744 mg�L- 1各 10 mL, 按∀ 1 . 3#项下方法处理,水
浴蒸干氯仿后, 残渣加甲醇溶解并定量转移至 10 mL 量瓶

中,加甲醇至刻度。连续进样 3 次,每次 20 �L , 按外标法计

算左旋紫草素浓度,测定方法回收率, 结果见表 2。

表 2� 回收率测定结果

Tab 2 � Results of r ecover y test
加入量/ m g � L- 1 测得量/ mg�L- 1 回收率/ % RSD/%

7. 94 7. 50 94. 56 1. 9

15. 87 15. 29 96. 35 2. 2

31. 74 29. 61 93. 28 1. 3

2. 4 � 紫草油膏中左旋紫草素含量的测定 � 取 3 批紫草油膏

样品,按∀ 1 . 3#项下方法处理;取处理过的样品液 20 �L , 进样

高效液相,测定色谱峰面积; 按照∀ 2 . 1#项下标准曲线求算其
中左旋紫草素含量,结果见表 3。

3 � 讨论

3. 1 � 提取方法的选择 � 根据文献记载, 紫草素主要的药用
成分是左旋紫草素,考虑到左旋紫草素的化学结构为萘醌类
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表 3� 样品测定结果( n= 3)

T ab 3 � Content of shikonin in Zicao o il( n= 3 )

样品批号 含量/ mg�( 100mL) - 1 RSD/ % 平均/ mg�( 100mL) - 1

S 000001 5. 00 3. 6

S 000002 5. 62 0. 7 5. 33

S 000003 5. 37 2. 8

化合物,且醌类分子中具有酚羟基, 故有酸性,因此能被碱性

溶液提取,并溶于其中。利用此性质, 我们可以将左旋紫草

素同油性基质初步分离。然后加酸酸化后又可使左旋紫草

素析出,利用此性质可以将左旋紫草素提取并纯化。本实验

采用0 . 25 moL�L - 1的氢氧化钠进行提取, 加碱后溶液分层,

下层碱溶液变蓝,可根据颜色深浅变化,判定提取是否完全。

加盐酸酸化后, pH 值为 2~ 3, 溶液变红, 用氯仿提取, 也可

通过颜色判断提取是否完全。实验证明, 用 0. 25 moL� L- 1

的氢氧化钠溶液萃取 4~ 5 次, 可基本提取完全。用氯仿萃

取 3~ 4 次, 可提取完全。

3. 2 � 测定方法的选择 � 紫草中有效成分的测定有两大类的
途径:体外测定和体内测定。目前体外测定法主要有 5 种:

重量法、分光光度法、柱色谱法、薄层扫描法、H PLC 法。本

实验采用高效液相色谱法测定制剂中左旋紫草素的含量,结

果准确,重现性好, 灵敏度高,可作为紫草油膏质量标准中含

量测定项下的测定方法。

3. 3 � 色谱条件的选择 有文献报道, 用甲醇�0 . 025 moL�L- 1

磷酸( 85!15, v/ v)为流动相, 也可控制左旋紫草素在 10 min

左右出峰。本实验采用甲醇�水�磷酸 ( 85!15!0 . 3 , v/ v )为流

动相,流速为 1 mL�min- 1。在实验中发现采用此流动相,左

旋紫草素的出峰时间为8. 5 min 左右, 且无拖尾, 左旋紫草素

与其他萘酚类成分色谱峰得以完全分离。
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高效液相色谱法测定咽喉炎糖浆剂中

葛根素的含量
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[摘要] � 目的: 建立咽喉炎糖浆剂中葛根素的含量测定方

法。方法:高效液相色谱法, 采用 YWG - C18柱, 以甲醇�水

( 30!70, v/ v )为流动相, 流速为 1 . 0 mL�min- 1检测波长为

248 nm。结果 :葛根素在0 . 2~ 200 mg�L - 1范围内线性关系

良好, r= 0. 999, 平均回收率为100 . 4% , RSD 为1 . 71% ( n=

6 )。结论: 本实验方法专属性强, 灵敏度高, 重复性好, 可用

于该制剂的质量控制。
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� � 咽喉炎糖浆剂为我院协定处方,由葛根、知母、麦冬、山

豆根等 6 味中药组成, 主要用于咽喉肿痛患者的治疗, 效果

良好。方中葛根为主药, 具有解表、生津的功能。葛根素是

葛根的主要有效成分,与其疗效有密切的关系。有关葛根素

的含量测定方法有薄层色谱法[ 1 ]、高效液相色谱法[2 ]等, 本

实验建立了分离效果好, 专属性强的 H PLC 法, 作为本品质

量控制定量指标。操作简便、测定准确、重复性好。

1 � 仪器与试药
美国惠普 H P1100 高效液相色谱仪; UV6000P 二极管阵

列检测器; 葛根素对照品(中国药品生物制品检定所, 批号

030814) ; 咽喉炎糖浆(本院制剂室自制, 批号 040216, 040305,

040320) ; 甲醇为色谱纯,其他试剂均为分析纯。

2 � 方法与结果
2. 1 � 色谱条件的选择 � 色谱柱: YWG- C18 ( 4. 6 mm  250 mm,

5 �m) ;流动相:甲醇�水( 30!70, v/ v) ;流速: 1. 0 mL�min-1 ;柱温:
室温;检测波长: 248 nm ;进样量: 20 �L。在此条件下葛根素与

其他成分达到基线分离。对照品和样品色谱图见图 1。

图 1 � HPLC色谱图

A.对照品; B.空白; C.样品; a.葛根素

Fig 1 � HPLC ch romatograms

A. chemical reference substance; B. blank ; C. sample; a. puerarin

2. 2 � 溶液的制备 � 对照品溶液制备: 精密称取干燥至恒重
的葛根素对照品适量,用 30%甲醇超声溶解,制成浓度为0 . 2

g�L- 1的对照品溶液。

供试品溶液的制备: 取咽喉炎糖浆 2 mL, 置 100 mL 量

瓶中,加 30% 甲醇至刻度摇匀、过滤。取续滤液, 经0 . 5 �m

滤膜过滤,即得。

2. 3 � 空白对照试验 � 照处方比例制备缺少葛根的空白样

品,依法制备空白供试品溶液, 进样分析, 结果表明, 其他成

分对葛根素测定无干扰。

2. 4 � 线性关系考察 � 精密量取对照品溶液适量,用 30%甲

醇稀释成浓度分别为0. 2, 1 . 0 , 2 . 0 , 20, 100 , 200 mg�L - 1标准

溶液,依法测定, 以葛根素峰面积值( Y )对进样浓度(X )进行

回归,得回归方程: Y = 1. 03  10- 7 X + 4. 28  10- 4 , r =

0 . 999。线性范围为0. 2~ 200 mg�L- 1。

2. 5 � 精密度试验 � 精密量取同一批号的样品, 照供试品溶

液的制备方法操作, 分别在日内每隔 2 h 进样, 连续 5 次进

样。日间( 1, 2, 3, 4, 5 d)进样, 记录峰面积。得日内精密度,
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