
RP － HPLC 法测定钻山风糖浆中瓜馥木碱甲的含量
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摘要 目的: 采用反相高效液相色谱法测定钻山风糖浆中瓜馥木碱甲的含量。方法: 使用 Agilent ZORBAX SB － C18 ( 250 mm ×
4. 6 mm，5 μm) 色谱柱，流动相为乙腈 － 三乙胺醋酸溶液( 取三乙胺 8 mL，冰醋酸 30 mL，加水稀释至 1000 mL) ( 14∶ 86) ，流速

1. 0 mL． min －1，检测波长 300 nm。结果: 瓜馥木碱甲的进样量在 0. 048 ～ 1. 19 μg 范围内，与峰面积呈良好线性关系; 瓜馥木碱

甲的平均回收率( n = 6) 为 99. 8%，RSD 为 1. 7%。结论: 本法简便、准确，重复性好，可为钻山风糖浆的质量控制提供实验依

据。
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RP － HPLC determination of fissistigine
A in Zuanshanfeng syrup*
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Abstract Objective: To develop RP － HPLC method for the determination of fissistigine A in Zuanshanfeng syrup．
Methods: The separation was performed on an Agilent ZORBAX SB － C18 ( 250 mm ×4. 6 mm，5 μm) column with
a mobile phase of acetonitrile － water containing 0. 3% triethylamine and 3% acetic acid ( 14 ∶ 86 ) ． The flow rate
was 1. 0 mL·min －1，and the detecting wavelength was 300 nm． Results: The linear range of fissistigine A was
0. 048 － 1. 19 μg，and the average recovery( n = 6) was 99. 8% ( RSD = 1. 7% ) ． Conclusion: The method is sim-
ple and accurate with good reproducibility． It can be used to control the quality of Zuanshanfeng syrup．
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钻山风糖浆是由钻山风、勾儿茶、四块瓦、威灵

仙、千斤拔、丰城鸡血藤、山姜 7 味药组成的中药复

方制剂，具有祛风除湿、散瘀镇痛、舒筋活络的功效，

可用于风寒湿痹引起的腰膝冷痛、肢体麻木、伸屈不

利等症。钻山风为方中君药，钻山风又名瓜馥木

Fissistigma oldhamii ( Hemsl． ) Merr． ，为 番 荔 枝 科

( Annonaceae) 瓜馥木属( Fissistigma) 植物，分布于浙

江、江西、福建、台湾、湖南、广东、海南、广西、云南等

地，根或藤茎入药，性温味辛，具有祛风除湿、镇痛消

肿、活血化瘀等功效，主要用于跌打损伤、关节炎及

坐骨神经痛的治疗［1］。据文献报道，瓜馥木中含有

生物碱类、有机酸类、黄酮类、马兜铃内酰胺类、黄烷

醇类、丙 烯 酰 胺 类 成 分，主 要 含 有 生 物 碱 类 成

分［2，3］; 药理实验表明，其总生物碱有镇痛、心血管

生物活性，对心律不齐与慢性心肌供血不足患者均

有一定疗效，并对 W256、S37、S180 等瘤株均有抑制作

用［4］。经试验研究瓜馥木碱甲是其生物碱类的主

要成分，因此本课题组从瓜馥木药材中分离得到瓜

馥木碱甲对照品。曾晓瑜［5］等报道了钻山风药材

中牛耳枫碱( 瓜馥木碱甲) 、木番荔枝碱的含量测定

方法，钟瑞建等［6］报道了钻山风药材中瓜馥木碱甲

和 duguevanine 的含量测定方法，但目前尚未有测定

钻山风糖浆中瓜馥木碱甲含量的文献报道。本文采

用反相高效液相色谱法测定钻山风糖浆中瓜馥木

碱甲的含量，并考察 10 批钻山风糖浆中瓜馥木碱

甲含量的差异，为钻山风糖浆的质量控制提供科

学依据。
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1 仪器与试药

岛津 LC －2010 高效液相色谱仪: 四元泵，在线

脱气，柱温箱，自动进样器，紫外可变波长检测器，

SHIMADZU LCsolution 色谱工作站。电子天平: Sar-
toris BS110S 十万分之一天平。

乙腈为色谱纯，水为娃哈哈饮用纯净水，其他试

剂均为分析纯。
对照品瓜馥木碱甲均为本课题组自制，经1H －

NMR、13 C － NMR、MS 鉴 定 结 构，纯 度 经 HPLC 和

TLC 检测均大于 98%。
钻山风糖浆由江西省南昌桑海制药厂( 批号:

100508，090708，090303，080919，080513 ) 和江西省

天施 康 药 业 提 供 ( 批 号: 100401，100202，100402，

101002，100301) ，阴性样品( 批号: 100410 ) 由江西

省天施康药业提供。
2 溶液制备

2. 1 对照品溶液 精密称取瓜馥木碱甲 5. 96 mg
置 50 mL 量瓶中，加甲醇使溶解并稀释至刻度，摇

匀，即得对照品母液。精密量取上述母液 2 mL，置

10 mL 量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即得。
2. 2 供试品溶液 精密量取钻山风糖浆 20 mL，置

分液漏斗中，用氨试液调节 pH 至 11 ～ 12，加氯仿振

摇提取 4 次，每次 20 mL，合并氯仿液，蒸干，残渣加

甲醇使溶解，转移至 10 mL 量瓶中，并稀释至刻度，

摇匀，滤过，取续滤液，即得。
2. 3 阴性样品溶液 精密量取阴性样品 20 mL，同

供试品溶液的制备方法制得阴性样品溶液。
3 色谱条件

色谱柱: Agilent ZORBAX SB － C18 ( 250 mm ×

4. 6 mm，5 μm) ; 流动相: 乙腈 － 三乙胺醋酸溶液

( 取三乙胺 8 mL，冰醋酸 30 mL，加水稀释至 1000
mL) ( 14 ∶ 86 ) ; 流速: 1. 0 mL． min －1 ; 检测波长: 300
nm; 柱温: 30 ℃ ; 进样量: 10 μL。在上述色谱条件

下，阴性样品溶液在与瓜馥木碱甲相应的位置没有

色谱峰的干扰，表明该方法有很强的专属性，经计算

得相邻峰的分离度大于 1. 5，理论塔板数为 9000。
色谱图见图 1。
4 方法学考察

4. 1 线性关系考察 精密吸取“2. 1”项下的对照

品溶液 2，5，10，20 μL 及对照品母液 10 μL，按上述

色谱条件进行分析。结果表明: 瓜馥木碱甲进样量

在 0. 048 ～ 1. 19 μg 范围内，与峰面积呈良好线性关

系，回归方程分别为:

Y = 2. 269 × 106X － 4. 906 × 103 r = 0. 9999

图 1 瓜馥木碱甲对照品( A) 、样品 090708 ( B) 色谱图、阴性样品

( C) 色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms of reference substance( A) ，sample 090708

( B) and negative sample without Fissistigma oldhamii ( Hemsl． ) Merr．

( C)

1． 瓜馥木碱甲( fissistigine A)

4. 2 检测限及定量限测定 将瓜馥木碱甲色谱峰

的信号与基线信号进行比较，以信噪比约为 3∶ 1 时

的进样量确定为检测限，以信噪比约为 10∶ 1 时的进

样量确定为定量限，结果瓜馥木碱甲的检测限为

9. 59 ng，定量限为 21. 04 ng 。
4. 3 精密度试验 精密吸取按“2. 1”项下方法制

备的对照品溶液 10 μL，在上述色谱条件下连续进

样 6 次，测定峰面积。结果瓜馥木碱甲峰面积的

RSD( n = 6) 为 0. 3%。
4. 4 稳定性试验 取样品 090708 的供试品溶液

分别在 0，2，4，8，12，24 h 进样测定。结果瓜馥木碱

甲峰面积的 RSD( n = 6 ) 为 1. 6%，说明供试品溶液

在 24 h 内稳定。
4. 5 重复性试验 精密吸取样品 090708 共 6 份，

每份 20 mL，按“2. 2”项下方法制备供试品溶液，在

上述色谱条件下进行分析测定。结果瓜馥木碱甲含

量的 平 均 值 ( n = 6 ) 为 9. 56 μg. mL －1，RSD 为

1. 2%。
4. 6 回收率试验 精密吸取已知含量( 瓜馥木碱

甲的含量为 9. 56 μg． mL －1 ) 的钻山风糖浆 6 份，每

份 10 mL，每份精密加入含瓜馥木碱甲对照品 9. 59
μg． mL －1的水溶液 10 mL，按“2. 2”项下方法制备供

试溶液，在上述色谱条件下进行分析测定，计算回收

率。结果 瓜 馥 木 碱 甲 的 平 均 回 收 率 ( n = 6 ) 为

99. 8%，RSD 为 1. 7%。
4. 7 耐用性试验 精密量取样品 090708 20 mL，
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按“2. 2”项下方法制备供试品溶液，分别采用 Dia-
monsil C18 ( 250 mm ×4. 6 mm，5 μm) 、Agilent Eclipse
XDB － C18 ( 250 mm × 4. 6 mm，5 μm) 、Waters Sym-
metry C18 ( 250 mm ×4. 6 mm，5 μm) 3 种品牌的色谱

柱按文中的色谱条件对其进行测定，结果瓜馥木碱

甲与相邻峰的分离度均大于 1. 5，理论塔板数均大

于 4000，瓜馥木碱甲含量的平均值( n = 3 ) 为 9. 43
μg·mL －1，RSD 为 1. 6%。
5 样品测定

分别取 2 个厂提供的 10 批钻山风糖浆，每个样

品取 2 份，按“2. 2”项下方法制备供试品溶液。精

密吸取供试品溶液 10 μL，在上述色谱条件下进样

分析，测定峰面积，用外标法计算出瓜馥木碱甲含

量，测定结果见表 1。
表 1 钻山风糖浆中瓜馥木碱甲的含量( %，n =2)

Tab 1 The contents of fissistigine A in Zuanshanfeng syrup

样品批号

( sample No． )

含量平均值

( average value) /μg·mL －1

相对平均偏差

( relative average

deviation) /%

100508 15. 9 0. 09

090708 9. 56 1. 14

090303 6. 86 0. 90

080919 5. 96 0. 35

080513 17. 1 0. 56

100401 20. 0 0. 31

100202 8. 28 0. 43

100402 8. 20 0. 54

101002 6. 43 1. 32

100301 17. 7 0. 45

6 讨论

6. 1 提取方式的选择 提取溶剂考察了乙酸乙酯

和氯仿，由于萃取时乙酸乙酯在上层，每次萃取样品

须从分液漏斗中放出，样品易损失，故采取氯仿作为

提取溶剂; 提取次数考察了用氯仿萃取 1 次、2 次、3
次、4 次、5 次，每次 20 mL，实验证明氯仿萃取 4 次

已能萃取完全。
6. 2 检测波长的选择 瓜馥木碱甲在 218. 5 nm、
277. 5 nm 和 300 nm 波长处有最大吸收，考虑到在

短波长处样品中其他组分的干扰较大，故选择 300
nm 作为检测波长。

6. 3 流动相的选择 考察了乙腈 － 0. 05% 磷酸二

氢钾水溶液、乙腈 － 醋酸铵醋酸溶液( 取醋酸铵 5
g，冰醋酸 1 mL，加水稀释至 1000 mL) 、乙腈 － 三乙

胺醋酸溶液( 取三乙胺 8 mL，冰醋酸 30 mL，加水稀

释至 1000 mL) 3 个溶剂系统。结果表明，以乙腈 －
三乙胺醋酸溶液为流动相，所得色谱峰峰形较好，分

离效果最佳。
6. 4 柱温的考察 考察了柱温 20 ℃、30 ℃、40 ℃
时色谱峰的分离情况，结果表明，三者均能使瓜馥木

碱甲与相邻峰的分离度大于 1. 5，表明柱温对该方

法影响不大。
6. 5 小结 本文测定了 10 批钻山风糖浆中瓜馥

木碱甲 的 含 量，结 果 含 量 最 大 值 是 20. 02 μg·
mL －1，最小值是 5. 96 μg·mL －1，平均值是 11. 60
μg·mL －1，为制定含量限度提供了依据。
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