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摘要  目的 :建立 RP- H PLC法同时测定维血宁颗粒中芍药苷、虎杖苷、麦角甾苷和白藜芦醇 4种成分的含量。方法: 采用 D-i

amonsil C18 ( 200 mm @ 416 mm, 5Lm )色谱柱;以乙腈 - 01 1% 磷酸溶液为流动相梯度洗脱;流速 11 0 mL# m in- 1;柱温 35 e ;检

测波长 303 nm。结果:芍药苷、虎杖苷、麦角甾苷和白藜芦醇 4种成分浓度分别在 2213~ 223, 6111~ 611, 61 38~ 6318, 41 88 ~

4818 Lg# mL - 1范围内与峰面积呈良好线性关系 ( r > 01 9995); 方法平均回收率 ( n = 9 )分别为 9915% , 981 6% , 10115% ,

10012%。结论: 本法简便、准确, 重复性好,可用于维血宁颗粒的质量控制。
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RP- HPLC simultaneous determ ination of paeoniflorin,

verbascoside, polydatin and resveratrol inW eixuening granules
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*

( Shenyang Pharm aceut icalU n ivers ity, Shenyang 110016, C h ina)

Abstract Objective: To estab lish amethod fo r the simultaneous determ ination of paeon iflorin, polydatin, verbasco-

side and resveratrol inW eixuen ing g ranu les by RP- HPLC. M ethods: The analysis w as perform ed on a D iamonsil

C18 ( 200 mm @ 416mm, 5 Lm) co lumn. Themob ile phase w as composed of acetonitrile and 011% phosphoric ac id

solution in grad ient elution modew ith at a flow rate o f 110mL# m in
- 1
. The co lumn temperaturew as 35 e and the

UV detection w aveleng th w as 303 nm. Results: The linear ranges o f paeon iflorin, po lydat in, verbascoside and res-

veratro lw ere 2213- 223, 6111- 611, 6138- 6318, 4188- 4818 Lg# mL
- 1
( r> 019995) , respect ively. The average

recoveries( n = 9 ) o f paeoniflorin, po lydat in, verbascoside and resveratro l w ere 9915%, 9816% , 10115% and

10012%, respective ly. Conclusion: This m ethod is simp le accurate and reproduceab le wh ich can be used for the

qua lity contro l ofW e ixuening granules.

K ey words:W eixuening g ranules; paeoniflo rin; po lydat in; verbascoside; resveratro;l RP- HPLC

  维血宁颗粒收载于 5中华人民共和国卫生部药
品标准 6中药成方制剂第五册中, 以虎杖、白芍

(炒 )、仙鹤草、地黄、鸡血藤、熟地黄、墨旱莲、太子

参 8味中药材水提醇沉精制而成。用于血小板减少

症及血热所致的出血。现行质量标准中仅对该制剂

的性状及颗粒剂通则进行检验,而含量测定项有文

献报道的大黄素、芍药苷及白藜芦醇的单项含量测

定
[ 1~ 5]

,有待进一步完善。

维血宁颗粒方中鸡血藤既补血又活血,为君药;

熟地黄、生地黄、白芍滋阴补血,兼清血热,虎杖清热

凉血,化瘀散滞,以上药扶正气益阴血, 凉血热,能止

出血,共为臣药;仙鹤草收敛止血,墨旱莲凉血止血,

太子参益气生血,三者共为佐使药。本方诸药协同,

有补血活血, 清热凉血, 滋补肝肾, 凉血清热之效。

本文选取了臣药: 白芍主要有效成分芍药苷; 熟地

黄、生地黄共有的有效成分之一麦角甾苷;虎杖主要

有效成分虎杖苷和白藜芦醇, 对此 4种化学成分进

行同时含量测定。结果表明, 本法简便,专属性强,

重复性好,可为更好控制维血宁颗粒质量提供科学

依据。
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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 ),

Anastar色谱工作站 (天津科贝尔公司 ), BS- 124S电

子分析天平 (北京 Sartorius仪器系统有限公司 ), KQ

- 50B型超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限公司 ),

RE- 85Z型旋转蒸发仪 (上海青浦沪西科学仪器

厂 ), HH - 4电热恒温水浴锅 (国华科学仪器厂 )。

对照品芍药苷 (批号 110736- 200630)、虎杖苷

(批号 111575- 200502)、麦角甾苷 (批号 111530-

200706)和白藜芦醇 (批号 111535- 200502)均购自

中国药品生物制品检定所; 维血宁颗粒 (江苏健民

制药有限公司,规格: 每袋 8 g,批号分别为 061127,

061213, 061248); 水为二次重蒸水 (自制 ) , 乙腈为

色谱纯 (天津市康科德科技有限公司 ) ,磷酸为分析

纯 (沈阳市东兴试剂厂 ), 乙酸乙酯为分析纯 (天津

市大茂化学试剂厂 )。

2 方法与结果

211 溶液的制备
21111 对照品储备液  分别称取对照品芍药苷、虎

杖苷、麦角甾苷和白藜芦醇适量, 精密称定, 置 10

mL量瓶中,用甲醇溶解并稀释至刻度,摇匀, 得浓度

分别为 1860, 1910, 290, 370 Lg # mL
- 1
的单一对照

品储备液。

21112 供试品溶液  取维血宁颗粒混匀研细,取细

粉 110 g,精密称定, 置圆底烧瓶中, 加 20mL水充分

震荡溶解。加入乙酸乙酯 100 mL, 振摇 3 m in萃取

后, 超声 2 m in并轻轻摇晃破乳,分取有机层。水层

同法再以 100mL, 150 mL乙酸乙酯提取 2次。合并

乙酸乙酯层,减压旋转蒸干, 残渣以甲醇溶解并稀释

至 5mL,摇匀,过 0145 Lm微孔滤膜, 取续滤液, 即

得。

21113 阴性样品溶液  按处方比例分别称取除白

芍以外的其余药味,以制备工艺制成相应的阴性样

品, 按 / 211120项下方法操作, 制成缺白芍阴性样品

溶液;同法制备缺虎杖阴性样品溶液及缺地黄和熟

地黄阴性样品溶液。

212 色谱条件  色谱柱: D iamonsil C18 ( 200 mm @
416 mm, 5 Lm ); 流动相: 乙腈 ( A ) - 011% 磷酸
( B) , 梯度洗脱 ( 0~ 10 m in, 10B90y 1515B8415; 10
~ 25 m in, 1515B8415y 16B84; 25 ~ 35 m in, 16B84y

17B83; 35~ 60m in, 17B83y 26B74); 流速: 110mL#
m in

- 1
; 检测波长: 303 nm; 柱温: 35 e ; 进样量: 20

LL。在上述色谱条件下, 对照品、样品和阴性对照

样品的色谱图见图 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.缺白芍阴性样品 ( negative sam ple w ithou tRadix Paeon iae A lba)  D.缺虎杖阴性

样品 ( negative sam p le w ithou tRh izoma et Rad ix Polygon i cu sp idati)  E. 缺地黄和熟地黄阴性样品 ( negat ive sam p le w ithou t Rad ix R eh-

m ann iae and Rad ix Rehm ann iae Praeparata

11芍药苷 ( paeon iflorin)  21虎杖苷 ( polydatin)  31麦角甾苷 ( verbascos ide)  41白藜芦醇 ( resveratrol)

213 系统适用性  在上述色谱条件下, 芍药苷、虎

杖苷、麦角甾苷和白藜芦醇的保留时间分别为

1917, 3018, 3717, 5815 m in; 4种成分色谱峰与相邻

峰的分离度均大于 115;理论塔板数按麦角甾苷峰
计算不低于 5000; 四组分色谱峰对称因子均在 0195
~ 1105之间, 样品中其他成分对芍药苷、虎杖苷、麦
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角甾苷和白藜芦醇的测定无干扰。结果见图 1。

214 线性关系  精密吸取芍药苷储备液 610
mL、虎杖苷储备液 510 mL、麦角甾苷储备液 810
mL、白藜芦醇储备液 313mL,置同一 25mL量瓶中,

用甲醇稀释至刻度, 摇匀, 即得对照品混合溶液 Ö

( 4种成分浓度分别为: 芍药苷 223 Lg# mL
- 1
, 虎杖

苷 611 Lg# mL
- 1
,麦角甾苷 6318 Lg# mL

- 1
, 白藜

芦醇 4818 Lg# mL
- 1
)。分别精密吸取对照品混合

溶液Ö 1, 2, 4, 6, 8 mL,分置 10mL量瓶中, 用甲醇

稀释至刻度,摇匀,制成系列浓度的对照品混合溶液

Ñ、Ò、Ó、Ô、Õ。分别精密吸取上述对照品混合溶

液 Ñ ~ Ö各 20 LL注入色谱仪, 记录色谱图。以色

谱峰面积 Y对对照品浓度 X (Lg# mL
- 1

)进行线性

回归。求得芍药苷、虎杖苷、麦角甾苷、白藜芦醇回

归方程分别为:

Y= 11342 @ 10
3
X + 42113 r= 019999

Y= 71832 @ 10
3
X - 17155 r= 019997

Y= 41557 @ 10
3
X - 35106 r= 019996

Y= 21042 @ 10
4
X + 11913 r= 019996

结果表明,芍药苷浓度在 2213~ 223 Lg# mL
- 1
,虎

杖苷浓度在 6111~ 611 Lg# mL
- 1
,麦角甾苷浓度在

6138~ 6318 Lg# mL
- 1
, 白藜芦醇浓度在 4188 ~

4818 Lg# mL
- 1
范围内, 与峰面积呈良好的线性关

系。

215 精密度试验  取对照品混合溶液 Ó (芍药苷、

虎杖苷、麦角甾苷和白藜芦醇的浓度分别为 8912,
244, 2515, 1915 Lg# mL

- 1
) , 在上述色谱条件下重

复进样 6次。计算芍药苷、虎杖苷、麦角甾苷和白藜

芦醇峰面积的 RSD分别为 0145% , 0165% , 112% ,

0171%。
216 重复性试验  取批号为 061248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样分析。芍药苷、虎杖苷、麦角

甾苷和白藜芦醇含量的平均值 ( n = 6 )分别为

01317, 01801, 01135, 010667 mg# g
- 1
; RSD分别为

113%, 0179% , 113% , 117%。
217 稳定性试验  取同一供试品溶液, 室温静置,

分别于 0, 2, 4, 8, 12, 24 h进样分析。芍药苷、虎杖

苷、麦角甾苷和白藜芦醇峰面积的 RSD 分别为

114%, 112%, 018% , 113%。结果表明供试品溶液
室温放置 24 h内基本稳定。

218 回收率试验  取已知含量的样品 (批号

061213)约 015 g共 9份, 精密称定。平均分为 3

组。各组分别按样品中成分含有量与加入成分量比

例为 1B015, 1B1, 1B115,分别精密加入 / 2140项下对
照品混合溶液 Ö ( 4成分浓度分别为:芍药苷 223 Lg

# mL
- 1
,虎杖苷 611 Lg# mL

- 1
, 麦角甾苷 6318 Lg

# mL
- 1
,白藜芦醇 4818 Lg# mL

- 1
)各 1, 2, 3mL,挥

干后,照 / 211120项下方法操作,在上述色谱条件下

进样分析。芍药苷低、中、高 3种浓度的回收率 ( n

= 3)分别为 9918% ( RSD = 117% ), 10012% ( RSD

= 116% ), 9910% ( RSD = 0167% ); 平均值 ( n = 9)

为 9917%。虎杖苷低、中、高 3种浓度的回收率 ( n

= 3)分别为 9913% ( RSD = 113% ), 10016% ( RSD

= 113% ), 9815% ( RSD = 0148% ); 平均值 ( n = 9)

为 9915%。麦角甾苷低、中、高 3种浓度的回收率

( n = 3)分别为 9719% ( RSD= 213% ), 9817% ( RSD

= 113% ), 9815% ( RSD = 111% ); 平均值 ( n = 9)为

9814%。白藜芦醇低、中、高 3种浓度的回收率 ( n

= 3)分别为 9817% ( RSD = 0175% ), 10110% ( RSD

= 0186% ), 10111% (RSD = 218% ); 平均值 ( n = 9)

为 10013%。
219 样品含量测定  取 3批样品,每批取 3份, 按

/ 211120项方法制备供试品溶液。精密吸取各供试

品溶液及对照品混合溶液 Ó各 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 1。

表 1 含量测定结果 (mg# g- 1, n= 3)

Tab 1 Determ ination resu lts

批号

( Lo t No. )

芍药苷

( paeon iflor in)

虎杖苷

( po lyda tin)

麦角甾苷

( verbascos ide)

白藜芦醇

( resveratro l)

061227 01379( 0152) 01826( 0159) 01139( 216) 010685( 0133)

061223 01373( 116) 01828( 0166) 01137( 110) 010677( 0178)

061248 01374( 0178) 01831( 0121) 01137( 111) 010679( 0150)

注 ( note) :括号内为 RSD(R SD in the parenthesis, % )

3 讨论
311 测定波长的选择  分别用乙腈配制芍药苷、虎

杖苷、麦角甾苷和白藜芦醇对照品溶液,进行紫外扫

描。扫描结果显示,芍药苷在 230 nm左右有最大吸

收,且随波长增大迅速下降; 麦角甾苷在 330 nm左

右有最大吸收;而虎杖苷、白藜芦醇的最大吸收波长

均为 303 nm。为兼顾 4个待测成分使其均有较强

吸收,选择中间波长 303 nm。

312 流动相系统考察  有机相选择甲醇或乙腈;

因待测物均为弱酸性物质, 水相中加入少量酸可调

节 pH,减少拖尾提高灵敏度
[ 6]
, 故选择醋酸水溶液

( 1% , 2% )或磷酸水溶液 ( 0105% , 011%, 0115% ),

进行双相组合筛选。结果显示, 有机相为乙腈时峰
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形好, 理论塔板数高; 而水相为磷酸水溶液时峰形更

佳,尤以麦角甾苷最为明显。磷酸水溶液 0105%浓
度效果较后两者为差, 而 011%与 0115%浓度效果
无明显差异。考虑色谱柱的保护, 最终流动相选择

乙腈 - 011%磷酸水溶液系统。
313 供试品溶液制备方法的确定  由于白藜芦醇

的热稳定性不佳,首选快速高效的超声法
[ 7]
。分别

选择不同浓度甲醇水溶液 ( 60% , 80%, 100% )进行

不同时间 ( 20, 30, 40m in)的超声提取。结果显示水

-甲醇提取效果优于甲醇提取,但颗粒剂型辅料含

量大,水 -甲醇提取所得样品杂质多。因此考虑选

择极性相似,且与水不相混溶的有机溶剂萃取去除

水溶性杂质。考察了正丁醇、乙酸乙酯、氯仿进行萃

取,最后确定乙酸乙酯效果最佳。而进一步试验表

明,经甲醇水溶液提取后以乙酸乙酯萃取的供试品

溶液制备方法, 需经超声、除醇、萃取、浓缩多步,操

作复杂,损失较大。由于本待测药品为颗粒剂,可与

水形成均匀溶液 (除少量混悬物外 )。综合考虑,最

终将提取方法改进为: 样品直接水溶后,以共 1215
倍体积的乙酸乙酯进行 3次萃取, 合并浓缩乙酸乙

酯层得供试品溶液。提取完全,且杂质干扰低。

314 破乳方法的选择  乙酸乙酯与水易乳化, 本实

验水溶液有少量混悬物使此情况较为明显。乳化现

象严重降低萃取率且引入杂质。实验考察了冰冻

法、温水浴法、超声法、破乳剂法 (饱和硫酸钠溶液,

异丙醇,乙醇 )进行破乳。结果显示, 超声法简便效

率高、效果好。最后确定样品超声 2 m in并辅以轻

轻摇晃破乳,达到良好的分离效果。

315 结论  本实验操作简便,分析效率高,同时测

定维血宁颗粒中 4种主要成分的含量,用于控制该

制剂质量的同时,可为进一步研究提供依据。
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