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HPLC测定青黛中的靛蓝和靛玉红
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摘要 : 目的　建立青黛中靛蓝和靛玉红含量的测定方法。方法　采用 HPLC法定量分析 ,色谱柱为 D iamonsilTM C18 (250 mm ×

416 mm, 5μm) ,流动相为甲醇 -水 ( 80 ζ 20) ,流速为 110 m l·m in - 1 ,柱温为 30℃;靛蓝的检测波长为 287 nm,靛玉红的为

292 nm。结果　靛蓝 0107～0152μg( r = 0. 9996)、靛玉红 0102～0120μg( r = 0. 9999)与峰面积的线性关系良好 ( r = 019996) ,

其平均回收率分别为 100. 9% (RSD = 1. 42% , n = 6)、10113% (RSD = 1187% , n = 6)。结论　所建方法可用于青黛中靛蓝和靛

玉红的含量测定 ,为完善青黛的质量标准提供了依据。
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D eterm ina tion of ind igo and ind irub in in Ind igo N a tu ra lis by HPLC
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Abstract: O BJECT IVE　To determ ine the contents of indigo and indirubin in Indigo N atura lis. M ETHOD S　The contents of indigo

and indirubin were determ ined by HPLC. The chromatographic column was D iamonsilTM C18 ( 250 mm ×416 mm, 5μm ). The mobile

phase was methanol - water(80ζ 20) . The flow rate was 1. 0 m l·m in - 1 with detection wavelngth of 287 nm for indigo and 292 nm for

indirubin. RESUL TS　The linear correlation of the indigo was good in the range of 0107 - 0152μg and the recovery was 10019% with

RSD of 1142% ( n = 6). The L inear correlation of the indirubin was good in the range of 0102 - 0120μg and the recovery was 10113%

with RSD of 1187% ( n = 6)。CO NCL US IO N　The method can be app lied to determ ine the contents of indigo and indirubin in Indigo

N atura lis. It can ensure the stability of the quality control of Ind igo N aturalis.
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　　青黛作为常用中药饮片 ,具有清热解毒 ,凉血、

定惊的功效 ,主要用于温毒发斑、血热吐血、胸痛咳

血、口疮、痄腮、喉痹、小儿惊痫的治疗。文献 [ 1 ]中

的青黛为爵床科植物马蓝 B aphicacan thus cusia

(Nees) B remek. 、蓼科植物蓼蓝 Polygonum tinctorum

A it.或十字花科植物菘蓝 Isa tis ind igotica Fort.的叶

或茎叶经加工制得的干燥粉末或团块。靛蓝 ( indi2
go)、靛玉红 ( indirubin )是青黛的主要有效成分 ,两

者为同分异构体 [ 2 ]。因此 ,参考文献 [ 3 ]
,采用 HPLC

法测定青黛中的靛蓝和靛玉红 ,制定了相应的含量

测定限度 ,为提高青黛的质量标准提供了依据。

1　实验部分

111　仪器与试药

岛津 LC - 10AT型高效液相色谱仪系统 (日本

岛津 )。靛蓝对照品 (批号 : 110716 - 200509)、靛玉

红对照品 (批号 : 110717 - 200204) (中国药品生物

制品检定所 ) ;甲醇为色谱纯 ;水为超纯水 ;其余试

剂为分析纯 ;青黛样品 (四川江油恒源药业集团有

限公司 )均为爵床科植物马蓝 B aphicacan thus cusia

(Nees) B remek. ,来源于马蓝道地产区四川省江油

市太平镇让水村、大康镇星火村、因明村 ,经成都中

医药大学卢先明教授鉴定 ,符合 1990年版《广西中

药材标准》马蓝项下的有关规定。

112　方法与结果

11211　色谱条件与系统适用试验 　色谱柱为 D ia2
monsilTM C18 (250 mm ×416 mm , 5μm ) ;流动相为甲

醇 -水 ( 80 ζ 20 ) ;流速为 110 m l·m in - 1 ;柱温为

30℃;靛蓝的检测波长为 287 nm ,靛玉红的为 292

nm。理论板数分别按靛蓝峰和靛玉红峰计算均应

不低于 3 ×10
3。

11212　溶液的制备 　取 11165 mg靛蓝对照品 ,精

密称定 ,加二甲基甲酰胺 (DMF)溶解并稀释成 35

μg·m l
- 1的靛蓝对照品溶液。另取 10101 mg靛玉红

对照品 ,精密称定 ,加 DMF溶解并稀释成 10μg·

m l- 1的靛玉红对照品溶液。取 011 g青黛样品 ,加

75 m l DMF,精密称定 ,超声处理 (250 W , 33 kHz) 30

m in,补足减失的重量 ,过滤 ;精密吸取 3 m l续滤液 ,



用 DMF定容至 10 m l的量瓶中 ,即得靛蓝供试品溶

液 ;精密吸取 6 m l续滤液 ,用 DMF定容至 10 m l的

量瓶中 ,即得靛玉红供试品溶液。

11213　阴性干扰试验 　分别吸取 10μl DMF,按

“11212”的方法制成阴性溶液、靛蓝、靛玉红对照品

溶液和供试品溶液 ,进样。在靛蓝、靛玉红对照品相

应色谱峰位置处无其他色谱峰出现 (图 1)。

图 1　靛蓝、靛玉红对照品溶液 ( A 1、B1 )、阴性供试品溶液 ( A2、B2 )

和供试品溶液 ( A3、B3 )的色谱图

F ig 1　Chroma togram s of ind igo and ind irub in con trol solution

( A1 , B1 ) , nega tive solution ( A2 , B2 ) and sam ple solution

( A3 , B3 )

11214　线性关系的考察 　精密吸取 2、4、6、8、10、

12、15μl 35μg·m l- 1靛蓝对照品溶液 ,依次进样 ,按

“11211”项的色谱条件测定峰面积。以峰面积为纵

坐标、靛蓝进样量为横坐标 ,绘制标准曲线 ,得回归

方程为 : Y靛蓝 = 21000 ×10
6
X - 51406 ×10

3 ( r =

019999)。结果表明 ,靛蓝 0107～0152μg与峰面积

呈良好的线性关系。精密吸取 2、4、6、8、10、12、15、

20μl 10μg·m l
- 1靛玉红对照品溶液 ,依次进样 ,同

法操作 ,得回归方程为 : Y靛玉红 = 11366 ×10
6
X -

21320 ×10
4 ( r = 019996)。结果表明 ,靛玉红 0102～

0120μg与峰面积呈良好的线性关系。

11215　稳定性试验 　取青黛样品溶液 ,配制后于

0、2、4、6、8 h时分别进样 ,记录峰面积值 ,测定靛蓝

和靛玉红峰面积的 RSD分别为 1197%、0181%。结

果表明 ,供试品溶液在 8 h内稳定性良好。

11216　精密度试验　分别精密吸取 10μl靛蓝、靛

玉红对照品溶液 ,进样 ,重复 6次 ,计算峰面积。靛

蓝、靛玉红峰面积的 RSD分别为 0159%、1130%。

表明仪器精密度良好。

11217　重复性试验 　取同一批样品 6份 ,分别按

“11219”项的方法测定。靛蓝的平均含量为

6183% , RSD = 1192% ; 靛玉红的平均含量为

0114% , RSD = 0190%。

11218　回收率试验　精密称取约 50 mg已知含量

的样品 (靛蓝含量为 6183% ) ,精密加入靛蓝对照品

溶液适量 ,按“11212”项的方法制备供试品溶液 ,计

算回收率。测得靛蓝的平均回收率为 10019% ,

RSD = 1142% (表 1)。精密称取约 500 mg已知含量

的样品 (靛玉红含量为 0114% ) ,精密加入靛玉红对

照品溶液适量 ,按“11212”项的方法制备供试品溶

液 ,计算回收率 ,测得靛玉红的平均回收率为

10114% , RSD = 1187% (表 1)。

表 1　靛蓝和靛玉红的加样回收率结果 ( m g, n = 6)

Table 1　Results of recovery test of ind igo and ind irub in( m g, n = 6)

Component O riginal Added Detected Recovery/% �X /% RSD /%

Indigo 314287 313690 618760 10213 10019 1142
314218 313690 618913 10310

313809 313690 616177 96108

314150 313690 616745 96175
314423 313690 619093 10219

314423 313690 619581 10414

Indirubin 017305 01721 114736 10311 10113 1187
017298 01721 114695 10216
017249 01721 114512 10017

017238 01721 114375 9910
017287 01721 114728 10312

017242 01721 114404 9913

11219　样品的测定 　取 10批青黛样品进行测定。

分别精密吸取 10μl对照品溶液与供试品溶液 ,按

“11211”项的色谱条件测定 ,以外标法计算含量。

10批青黛中靛蓝的平均含量为 6172%、靛玉红的为

0114%。考虑到药材产地、加工、贮藏等因素 ,并参

考文献 [ 3 ]青黛项下的有关规定 ,暂定青黛中靛蓝和

靛玉红的含量不得低于平均含量的 80% ,即应不低

于 513%、0113%。

2　讨论

试验发现 ,同时测定青黛中靛蓝和靛玉红时 ,峰

面积相差约 15倍 ,可能造成积分误差大 ,无法准确

计算其含量 ,故选择文中方法测定。作者曾用文

献 [ 1 ]青黛项下的方法测定靛蓝的含量 ,灵敏度低、

重复性差、误差大。故选用 HPLC法测定靛蓝、靛玉

红 ,可为《中国药典》青黛质量标准的修订提供科学

依据。

靛蓝和靛玉红互为同分异构体 ,对光线较敏感 ,

在样品提取和测定过程中应注意避光操作。
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