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HPLC法同时测定越鞠丸提取物 YJ- XCC1Z3中

藁本内酯、A-香附酮、苍术素的含量
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摘要  目的: 研究 HPLC法同时测定越鞠丸提取物 YJ- XCC1Z3中藁本内酯、A-香附酮、苍术素的含量。方法: 采用 Ag lient

XDB C18 ( 250 mm @ 41 6 mm, 5 Lm )色谱柱,以甲醇 -水 ( 77B23)作为流动相, 流速 015 mL# m in- 1, 二极管矩阵检测器, 检测波

长 252 nm。结果 :藁本内酯、A- 香附酮、苍术素进样浓度分别在 211 3 ~ 850 Lg# mL- 1, 41 92 ~ 328 Lg# mL- 1, 11182 ~

985 Lg# mL- 1内有良好的线性关系; 平均加样回收率 ( n = 9)分别为 9817% , 991 0% , 9819%。结论:本法操作简便, 结果可

靠, 重复性好,可作为越鞠提取物 YJ- XCC1Z3的质量控制方法。
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Abstract Objec tive: To establish anHPLC method for the determ ination of ligustilide, A- cyperone, and atrcty lo-

din in Y J- XCC1Z3 extrac,t the ant idepressent active part o f Yue ju p ills. Method: An Ag ilent XDB C18 co lumn

( 250mm @ 416 mm, 5 Lm ) was used. Themobile phase w as methano l- w ater( 77B23) at a flow rate o f 015 mL#

m in
- 1
. L igust ilide, A- cyperone and atrcty lodin w ere determ ined at 252 nm. Results: The linear ranges of ligusti-l

ide, A- cyperone and atrcty lodin w ere 2113- 850 Lg# mL
- 1
, 4192- 328 Lg# mL

- 1
and 11182- 985 Lg# mL

- 1

respective ly. The average recoveries( n= 9)w ere 9817%, 9910% and 9819% respect ively. Conclusion: Th is m eth-

od is convenien,t rapid and accurate. It can be used for qua lity contro l of YJ- XCC1Z3 ex trac.t

Key words: Yueju p ills; Y J- XCC1Z3; ligustilide; A- cyperone; atrctylod in; HPLC

越鞠丸源自 5丹溪心法 6: /越鞠丸, 解诸郁 0。

方由香附、川芎、栀子、苍术、神曲 5味药组成。方中

香附行气解郁,以治气郁; 川芎活血祛瘀, 以治血郁;

栀子清热泻火,以治火郁; 苍术燥湿运脾, 以治湿郁;

神曲消食导滞,以治食郁。临床上常用于抑郁、心肌

梗死后抑郁、中风后抑郁、更年期抑郁, 以及与抑郁

相关的失眠、精神失调、神经性头痛、神经官能征等

症状
[ 1~ 4]
。本研究在前期试验筛选出越鞠丸抗抑郁

有效提取物 Y J- XCC1Z3的研究结果
[ 5~ 7]
基础上,

采用 HPLC法对该提取物中的主要活性成分藁本内

酯、A- 香附酮、苍术素进行同时测定, 为 Y J -

XCC1Z3的质量控制奠定了基础。

1 仪器与试药

Ag ilent 1100 HPLC仪 (美国安捷伦公司 ), KQ

- 250DB数控超声波清洗仪 (昆山市超声仪器有限

公司 ) , Sartorius BT124S /BT 25S电子天平 (北京赛
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多利斯仪器系统有限公司 ), EYELA SB- 2000旋转

蒸发仪 (上海爱朗仪器有限公司 )。

实验所用香附、川芎、栀子、苍术药材均购自上

海养和堂中药饮片有限公司,经上海中药标准化研

究中心吴立宏副研究员鉴定为莎草科植物莎草

Cyperus ro tundus L.的根茎, 伞形科植物川芎 L igusti-

cum chuanx iong Hor.t的根茎,茜草科植物栀子 Garde-

nia jasm inoides E llis.的成熟果实,菊科植物茅苍术 At-

racty lodes lancea (Thunb. )DC.的根茎。并遵照越鞠丸

处方,香附为醋制,川芎为生品,栀子、苍术为炒制。

越鞠丸提取物 Y J- XCC1Z3(上海中药标准化研

究中心,批号 060622, 070712, 070824),为越鞠丸的抗

抑郁有效部位,由原处方去除神曲而得 (研究内容待

发表 ) ,其制备工艺是经过工艺优选并结合药效学实

验而确定, 已申请专利 (申请号: 20071009395610 )。
具体方法如下:按越鞠丸处方比例称取苍术、川芎、香

附,粉碎, 95%乙醇回流提取 2次 (控制提取温度在 85

e 以下 ) ,每次 2 h,乙醇量分别为药材重量的 6倍量、

4倍量。合并 2次提取液, 回收乙醇 (控制浓缩温度

在 45 e 以下 )至无醇味,浓缩液分别用 5倍量、2倍

量的石油醚萃取 2次,合并萃取液,回收石油醚,得油

状浸膏 (Ñ)。按处方比例称取栀子,粉碎,水回流提取

2次,每次 1 h,水量分别为药材重量的 6倍量、4倍

量。合并 2次提取液, 减压浓缩至含京尼平苷约

8 mg# mL
- 1
的溶液,上 XDA - 1大孔树脂 (比表面积

800~ 1000m
2# g

- 1
,孔径 2610~ 3210 nm,极性,西安

蓝晓科技有限公司 ),先以 10倍柱体积水冲洗,流速

10 Bv(柱体积 ) # h
- 1
,洗脱液弃去,继而以 30倍柱体

积 20%乙醇洗脱,流速 5 Bv# h
- 1
,收集此部分洗脱

液,减压浓缩至干, 得粉末 (Ò)。合并Ñ和Ò, 加入总量

的 43%微粉硅胶,即得 YJ- XCC1Z3(每 1 g相当于原

药材 2212 g)。避光,冷藏 ( - 25 e )保存。

对照品藁本内酯 (纯度 9715% )、苍术素 (纯度

9817% )由上海中药标准化研究中心提供, A- 香附

酮 (纯度 9711% )购自天津太平洋科技公司,上述对

照品均需避光, 冷藏 ( - 25 e )保存。HPLC用甲醇

和乙腈为色谱纯,双蒸水, 其余试剂均为分析纯。

2 色谱条件

色谱柱: Ag lient XDB C18 ( 250 mm @ 416 mm, 5

Lm); 流动相: 甲醇 - 水 ( 77B23); 流速: 015 mL #

m in
- 1
;检测波长: 252 nm;柱温: 30 e ;进样量: 10 LL。

3 溶液的配制
311 对照品储备液  精密称取对照品藁本内酯

21125mg、A- 香附酮 8120 mg、苍术素 9185 mg,分

别加甲醇制成每 1 mL含藁本内酯 0185 mg、A- 香

附酮 01328mg、苍术素 01985mg的单一对照品储备

液, 避光, 冷藏 ( - 25 e )保存。

312 样品溶液  精密称取 YJ- XCC1Z3 012 g, 加

入甲醇 25mL,称重,超声 ( 80W, 20 kH z) 10 m in, 以

甲醇补足重量, 静置, 取上清液即得。避光, 冷藏

( - 25 e )保存。

4 干扰性试验
按处方比例及样品制备方法,制备分别不含苍

术、川芎、香附的阴性样品, 按 / 3120项下的方法制

备阴性样品溶液。精密吸取对照品溶液、样品溶液

及阴性样品溶液各 10 LL进样。结果见图 1, 表明

图 1 样品 ( A)、缺川芎阴性样品 ( B )、缺香附阴性样品 ( C )、缺苍术

阴性样品 (D )及对照品 ( E )H PLC色谱图

F ig 1 Ch rom atogram s of sam p le( A ) , negative samp le w ithou t Rh izom a

Chuanx iong( B ), negative samp le w ithou t Rh izom a C yperi( C ), negat ive

samp le w ithout Rh izom a A tracylod is( D) , and reference substan ces( E )

1.藁本内酯 ( ligust ilide, 11. 7 m in )  2. A-香附酮 (A- cyp erone, 26. 4

m in)  3.苍术素 ( at rctylod in, 3210 m in)
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样品中苍术、香附对藁本内酯的测定无干扰,苍术、

川芎对 A-香附酮的测定无干扰, 川芎、香附对苍术

素的测定无干扰。

5 线性关系考察
511 藁本内酯  精密吸取不同体积的藁本内酯对

照品储备液, 分别制成如下浓度: 2113, 12715, 425,

63715, 850 Lg# mL
- 1
。按 / 20项下色谱条件进样分

析,以峰面积 Y为纵坐标, 浓度 X为横坐标, 绘制标

准曲线,得回归方程为:

Y= 2148 @ 10
4
X - 19106 r= 019999

线性范围为 2113~ 850 Lg# mL
- 1
。

512 A-香附酮  精密吸取不同体积的 A-香附酮

对照品储备液, 分别制成如下浓度: 4192, 3218,
4912, 11418, 22916, 328 Lg# mL

- 1
。按 / 20项下色

谱条件进样分析, 以峰面积 Y为纵坐标, 浓度 X 为

横坐标,绘制标准曲线,得回归方程为:

Y= 4164 @ 10
4
X + 10183 r= 019999

线性范围为 4192~ 328 Lg# mL
- 1
。

513 苍术素  精密吸取不同体积的苍术素对照品
储备液, 分别制成如下浓度: 11182, 29155, 59144,
29515, 591, 788, 985 Lg# mL

- 1
。按 / 20项下色谱条

件进样分析,以峰面积 Y为纵坐标, 浓度 X 为横坐

标,绘制标准曲线,得回归方程为:

Y= 6126 @ 10
4
X + 10117 r= 019997

线性范围为 11182~ 985 Lg# mL
- 1
。

6 方法学考察
611 精密度试验  分别取藁本内酯对照品溶液

( 2113 Lg# mL
- 1

)、A-香附酮对照品溶液 ( 32 Lg#

mL
- 1

)、苍术素对照品溶液 ( 29155 Lg# mL
- 1

), 连

续重复进样 6次, 考察其精密度。所得藁本内酯、A

-香附酮、苍术素峰面积的 RSD ( n = 6 )分别为

0115%, 0119%, 0114%。证明所用仪器精密度良好。
612 稳定性试验  精密称取批号为 060622的样品

012 g,按 / 3120项方法制备样品溶液, 按 / 20项下色

谱条件,分别于 0, 2, 8, 24, 36 h进样 1次。结果藁

本内酯、A-香附酮、苍术素峰面积的 RSD值分别为

0185%, 117% , 111%。结果表明样品溶液在 36 h

内稳定。

613 重复性试验  取批号为 060622的样品 6份,

精密称定,按 / 3120项下方法制备样品溶液,按 / 20
项下色谱条件进行分析。结果藁本内酯、A-香附

酮、苍术素平均含量及其 RSD ( n = 6)分别为 14139
mg# g

- 1
( RSD = 219% ), 3199 mg # g

- 1
( RSD =

218% ), 2103 mg# g
- 1

( RSD= 412% )。说明方法可

靠, 重复性良好。

614 加样回收率试验  取批号为 060622的样品

(藁本内酯 14139 mg# g
- 1
, A- 香附酮 3199 mg#

g
- 1
,苍术素 2103 mg# g

- 1
) 011 g共 9份, 平均分为

3组, 精密称定, 置于 25 mL 量瓶中。按 80%,

100% , 120% 的 3个目标浓度, 每组分别精密加入

151 Lg# mL
- 1
藁本内酯对照品溶液 8, 10, 12mL; 38

Lg# mL
- 1
A- 香附酮对照品溶液 8, 10, 12 mL; 21

Lg# mL
- 1
苍术素对照品溶液 8, 10, 12mL。最后用甲

醇定容。在 / 20项色谱条件下进行测定,结果见表 1。

表 1 加样回收率

Tab 1 R ecovery test

组分

( component)

加入量

( added) /mg

回收率

( recovery ) /%

( n= 3)

RSD

/%

平均回收率

( average recovery) /%

( n= 9)

藁本内酯 11208 10112 114 9817

( ligustilide) 11510 9814 112

11812 9615 119

A-香附酮 01304 9712 110 9910

( A- cyperone ) 01380 9916 211

01456 10013 0153

苍术素 01168 9713 0177 9819

( atrcty lodin) 01210 10019 213

01252 9817 116

615 样品的含量测定  取 Y J- XCC1Z3(批号为

060622, 070712, 070824), 约 012 g各 3份, 精密称

定, 按 / 3120项下方法制备溶液, 在 / 20项色谱条件
下进行测定,外标法计算含量,结果见表 2。

表 2 样品测定的含量结果 (m g# g- 1, n= 3)

Tab 2 Resu lts of samp le determ inaion

批号

( L ot N o1)

藁本内酯

( ligustilide)

A-香附酮

( A- cyperone )

苍术素

( a trcty lodin)

060622 14139 31 99 2103

070712 13101 41 35 1199

070824 12180 41 03 1189

7 讨论

711 选择乙酸乙酯、丙酮、氯仿、70%甲醇、甲醇等

作为样品前处理溶剂,结果表明样品在甲醇中与在

其他溶剂中检测到的峰高、峰的个数基本一致,因使

用甲醇操作步骤少,操作简单,故选择甲醇作为样品

的前处理溶剂。

712 色谱条件是在对流动相体系、色谱柱类型、流

动相比例、柱温、流速、检测波长类型等条件进行了

系统的优化筛选基础上确定的。考察了甲醇 -水与
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乙腈 -水体系对样品的分离情况, 以甲醇 - 水体系

对样品中主要色谱峰的分离较佳, 并进一步优化了

流动相的比例和流速,确定为甲醇 -水 ( 77B23) ,流

速: 015 mL # m in
- 1
。考察了 Ag ilent Ex tend - C18

( 250mm @ 416 mm, 5 Lm )、A gilent E clipse XDB -

C18 ( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm )、Ag ilent ZORBAX SB

- C18 ( 250mm @ 416 mm, 5 Lm )等不同色谱柱对峰

的影响,以 Ag ilent Ec lipse XDB- C18对主要色谱峰

的分离度较好。不同柱温 ( 25, 30 e )对色谱峰的分

离度无明显影响, 30 e 出峰较快, 可节省分析时间。

A-香附酮的最大吸收波长为 252 nm, 且只在 252

nm附近有吸收; 藁本内酯、苍术素在此波长下也有

吸收, 且峰形较好,故采用 252 nm为检测波长。

712 藁本内酯、A- 香附酮、苍术素均为热不稳定

物质, 且对光敏感、易氧化, 实验过程中藁本内酯、A

- 香附酮、苍术素对照品及样品均需避光冷藏

( - 25 e )保存, 同时控制药材回流提取时温度在

85 e 以下,药液浓缩温度在 45 e 以下。

713 苍术、川芎、香附乙醇提取石油醚萃取部分为
小极性油状物,栀子有效部分为大极性粉末,两部分

难以混合均匀, 加入浸膏总量 43%的微粉硅胶, 可

使两部分混匀,易于取样和储存。

714 本实验同时测定了藁本内酯、A- 香附酮、苍

术素 3种成分,为越鞠抗抑郁有效部位质量标准的

建立, 提供了可靠的客观指标。
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