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摘要 目的:建立简便准确的固相萃取 -高效液相色谱法测定藿香正气口服液中厚朴酚与和厚朴酚的含量。方法:选用 C18键合硅胶

固相萃取小柱对藿香正气口服液进行预处理,分别以水和甲醇为淋洗剂和洗脱剂,收集甲醇洗脱物用于 HPLC分析。采用 Sc ienhom e

- Krom asil C18色谱柱 ( 416 mm @ 250 mm, 5Lm),以甲醇 -水 -甲酸 ( 75B25B0125)为流动相, 流速为 110 mL# m in- 1,检测波长为 294

nm。结果:方法除杂效果明显,重复性的 RSD小于 110% ,厚朴酚与和厚朴酚的平均回收率分别为 9617%和 9712%。结论: 本方法操

作简便快速,环境友好,结果准确可靠,适用于藿香正气口服液中厚朴酚与和厚朴酚的含量测定。
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SPE- HPLC determ ination of honokiol and

magnonol inHuoxiangzhengqi oral solution

ZHANG Hai- jiang
1, 2
, GUO Huai- zhong

2, 3
, YANG X iao- ping

2
, LUO X iao- hu i

2

( 1.H uaiyin Inst itute of Technology, Huaian 223003, Ch ina;

2. T ian jinUn ivers ity, T ian jin 300072, China; 3. HebeiUn iversity, Baod ing 071002, Ch ina)

Abstract Objective: To establish a rapid and re liable SPE- HPLC method for determ ination of honokio l andmagnono l

inHuox iangzhengqi ora l solution based on the present method in Ch inese pharmacope ias.Methods: Samples were pre-

treated w ith RP- C18SPE co lumn, water and methano lw ere used as the elution so lvents. The methano l eluate w as then

subjected forHPLC analysis using a Scienhome- KromasilC18 column ( 416mm @250mm, 5 Lm). Themobile phasew as

methanol- water- form ic acid ( 75B25B0125), the flow ratew as 110mL# m in
- 1
, the detection wavelength w as set at 294

nm. Results: Through the SPE pre- treatmen,t most mi puritiesw ere removed. TheRSD of the repeatability o f th ismethod

w as less than 110%. The recovery rates ofmagnonol and honokio lw ere 9617% and 9712%, respect ively. Conc lusion: The

method is rap id, easily operated, and reliable.
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  藿香正气口服液是传统中药酊剂藿香正气水的水

溶性制剂,主要用于治疗暑湿感冒、头痛身重胸闷、恶

寒发热、腹部胀痛、呕吐泄泻。因其口感较好,尤其适

用于对酒精过敏和不宜服用酒精的人群,故近年来在

市场上获得了迅速发展。2005年版中国药典
[ 1]
以厚朴

酚与和厚朴酚的含量作为藿香正气口服液的质量控制

指标,以氯仿为溶剂,采用液液萃取技术对样品进行预

处理,然后以高效液相色谱法 (HPLC)测定含量。该方

法在实际应用中存在操作烦琐费时、萃取过程出现乳

化、所使用的氯仿溶剂毒性较大且污染环境的缺点。

为克服这些缺点,本文采用近年来在中药分析领域应

用广泛的固相萃取技术 ( So lid Phase Extraction,

SPE)
[ 2, 3]
对藿香正气口服液进行预处理,建立了基于

SPE- HPLC技术的藿香正气口服液中厚朴酚与和厚

朴酚的含量测定方法。

1 仪器与试药

Agilent 1200型 HPLC仪 (G1311A四元泵, G1322A

脱气机, G1329A自动进样器, G1316A柱温箱, G1315B

DAD检测器, Chemstation色谱工作站 ), 旋转蒸发仪

(上海申生科技有限公司 ), C18键合硅胶 ( 30~ 50 Lm,
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石家庄石兴氨基酸有限公司 ), SPE柱 ( 250mgB3mL,

自制 )。

藿香正气口服液 (市售: 北京某厂家, 批号:

07051908;重庆某厂家;批号: 88070015),对照品厚朴酚

与和厚朴酚购自上海云上生物技术有限公司 (HPLC方

法分析,以面积归一化法计算纯度均大于 98% )。甲醇

为色谱纯 ( F isher Sc ientific), 甲酸和氯仿均为分析纯

(天津市元立化工有限公司 )。

2 色谱条件

色谱柱为 Sc ienhome- K romasil C18柱 ( 416 mm @

250mm, 5 Lm),流动相为甲醇 - 水 -甲酸 ( 75B25B

0125);流速为 110mL# m in
- 1
;柱温为 25 e ;检测波长

为 294 nm,进样量为 10 LL。

3 溶液制备
311 对照品储备液  精密称取和厚朴酚对照品 1014
mg,厚朴酚对照品 2118mg,混合后加甲醇溶解定容至

10mL,摇匀即得。

312 供试品溶液

31211 2005年版中国药典方法
[ 1]  精密量取藿香正

气口服液 510mL,加盐酸两滴,用三氯甲烷振摇提取 3

次,每次 10mL,合并氯仿液,蒸干,残渣用甲醇溶解并

精密稀释至 10mL,摇匀滤过,取续滤液进样。

31212 SPE预处理方法  固相萃取小柱依次以 5mL

甲醇和 5mL水淋洗后备用。精密量取藿香正气口服

液 110mL进样, 先用 15 mL水淋洗,再以甲醇洗脱。

收集洗脱液于 5mL量瓶中,加甲醇定容,摇匀即得。

4 方法与结果

411 系统适用性试验  按 / 312120项下方法制备供试
品溶液,按 / 20项下的色谱条件进行分析,重复进样 6

次,结果见图 1。和厚朴酚、厚朴酚的保留时间分别

为 9192m in和 14157m in,峰形良好,理论塔板数和厚

朴酚为 12237, 厚朴酚为 13985,分离度为 4165, 以峰
面积计算 RSD分别为 0123%和 0121% ,均符合相关

要求。

412 线性关系考察  逐级稀释对照品储备液 5~

400倍得到 7个不同浓度的对照品溶液, 按 / 20项下

的色谱条件进行分析。以对照品溶液浓度 X ( mg#

mL
- 1

)对其峰面积的平均值 Y ( n = 3)作图,回归方

程分别为:

Y= 11527 @ 10
4
X + 21660 r= 11000

Y= 11263 @ 10
4
X + 12125 r= 019999

结果表明,和厚朴酚在 0100260~ 01208 mg# mL
- 1
,

厚朴酚在 0100545 ~ 01436 mg# mL
- 1
的浓度范围

内,峰面积与浓度有良好的线性关系。

图 1 供试品溶液 ( A )、对照品溶液 ( B )和按药典方法制备的

样品溶液 ( C)的 HPLC谱图

F ig 1  HPLC chrom atogram s of H uox iangzh engq i oral solu tion

( A) , referen ce sub stances so lut ion ( B ) and sam p le so lut ion pre-

pared accord ing to the Ch inese pharm acopeias( C )

11和厚朴酚 ( honok io,l tR = 9192 m in )  21厚朴酚 ( magnono,l

tR = 14157m in )

413 稳定性试验  取藿香正气口服液,连续 3 d内

进样测定, 每天连续进样 3次, 测定峰面积 , 计算

和厚朴酚的 RSD 为 0112%, 厚朴酚的 RSD 为

0134% ,表明样品溶液至少在 48 h内稳定。

414 精密度试验  按 / 312120项下方法制备供试
品溶液,按 / 20项下色谱条件连续进样 6次,测定峰

面积,计算含量。和厚朴酚的 RSD为 0123%, 厚朴

酚的 RSD为 0121%,精密度良好。

415 重复性试验  按 / 312120项下方法制备同一

批供试品溶液 6份, 进行 HPLC分析, 每批样品分析

3次, 计算含量。和厚朴酚浓度为 010242 mg #
mL

- 1
, RSD为 0186%; 厚朴酚浓度为 010164 mg#

mL
- 1
, RSD为 0172%。

416 加样回收试验  按 / 3110项下方法配制和厚
朴酚 1137mg# mL

- 1
、厚朴酚 1104mg# mL

- 1
L的对

照品溶液。分别量取 210, 115, 110 mL的经稀释 10

倍后的对照品溶液各 3份于锥形瓶中, 挥干, 每份加
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入精密量取的藿香正气口服液 1 mL, 混合均匀,按

/ 312120项下方法制备得供试品。按 / 20项下色谱

条件进行 HPLC分析,每个样品进样 3次,计算加样

回收率。高浓度时, 和厚朴酚与厚朴酚的回收率 ( n

= 3)分别为 9718%和 9710%, RSD分别为 0166%
和 0176% ;中浓度时, 和厚朴酚与厚朴酚的回收率

( n = 3 )分别为 9713% 和 9711%, RSD 分别为

0168%和 1164% ,低浓度时, 和厚朴酚与厚朴酚的

回收率 ( n = 3)分别为 9616%和 9610%, RSD分别

为 1154%和 2173%。
417 样品测定  按 / 312120项和 / 312110项下方法

分别制备目前市场上的 2种藿香正气口服液的供试

品溶液各 3批,按 / 20项色谱条件分析, 每个样品进

样 3次,分别计算和厚朴酚与厚朴酚的含量及本文

方法相对于药典方法的回收率。结果见表 1。结果

表明,本文方法与药典方法的测定结果基本一致。

表 1 藿香正气口服液的含量测定结果 ( n= 3)

Tab 1 Contents of honok io l and m agnonol in Huox iangzhengq i oral solu tion

批号

( Lo t No. )

化合物

( compound)

浓度 ( concentra tion) /mg# mL- 1

药典方法

( ChPm ethod)

本文方法

( this m ethod)

回收率

( recovery)

/%

07051908 和厚朴酚 ( honok iol) 01244 01242 991 2

厚朴酚 ( magnonol) 01166 01164 981 8

88070015 和厚朴酚 ( honok iol) 01191 01190 991 5

厚朴酚 ( magnonol) 01173 01170 981 2

5 讨论
511 流动相的确定  参考药典方法确定柱型、流

速、柱温和检测波长, 首先选择甲醇 -水体系为流动

相,考察了不同比例甲醇 - 水对北京厂家藿香正气

口服液的分离效果,结果表明甲醇 -水的比例为 75

B25时,和厚朴酚与厚朴酚的分离效果和峰形均较

好 (图 2- A )。本文在流动相中添加一定浓度甲

酸,结果表明甲醇 - 011%甲酸的比例为 75B25时,

在甲醇 -水流动相体系中的弱保留成分出现一定程

度的分离, 在 tR = 318 m in时出现强度很大的尖峰

(图 2- B )。样品经中国药典方法处理后,该谱峰未

见明显减小 (图 1- C )。经 / 312120项下处理的样

品中,该谱峰则明显降低 (图 3 - G ) , 因此, 本文以

甲醇 - 011%甲酸 ( 75B25)为流动相,以便了解 SPE

方法对杂质的洗脱影响。

512 SPE洗脱条件的优化

固相萃取小柱依次以 5mL甲醇和 5mL水冲洗

后备用。精密量取藿香正气口服液 1mL进样,按以

下方法进行洗脱,收集各个洗脱流分, 按 / 20项下色
谱条件进行 HPLC分析, 各洗脱物分析结果见图 3:

( 1)进样后, 依次以水、10%甲醇、20%甲醇、30%甲

醇各约 1 mL洗脱,分析进样流出物以及各洗脱物;

( 2)分 3次以 15mL的 10%甲醇淋洗,每次 5mL,再

用甲醇洗脱定容至 5mL,分析各淋洗液和甲醇洗脱

物; ( 3)分 3次以 15mL水淋洗,每次 5 mL, 再用甲

醇洗脱定容至 5mL,分析各淋洗液和甲醇洗脱物。

( 1)实验结果显示, 10%甲醇流分及其之前的

图 2 流动相中添加甲酸前 (A )后 ( B)的藿香正气口服液 HPLC谱图

F ig 2 HPLC chrom atogram s ofH uox iangzh engq i oral solu tion w ithm ob ile

phase (A ) not contain ing form ic acid ( B) con tain ing form ic acid

1.和厚朴酚 ( honok io l)  2.厚朴酚 (m agn onol)

洗脱物 (图 3 - A、B、C )中未检测出目标化合物,

20%甲醇流分 (图 3 - D )中目标化合物的谱峰较

大。因此,确定进样量为 1 mL, 以水和 10%甲醇为

淋洗液进一步优化洗脱方法。 ( 2)、( 3)项实验结果

显示,淋洗液对杂质峰的洗脱效果显著,第 3次淋洗

液中的杂质峰基本消失,因此确定淋洗液用量为 15

mL。图 3- F和图 3 - G显示水和 10%甲醇对杂质
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图 3 SPE各流分的色谱图

F ig 3 HPLC chromatogram s of d ifferent eluates

A.进样流出液 ( eluate of load ing sam p le)  B.水洗洗脱液 ( w ater eluate)  C. 10%甲醇洗脱液 ( 10% m ethanol eluate)  D. 20%甲醇流分 ( 20%

m eth anol elu ate)  E.第 3个 5 mL 10%甲醇淋洗液 ( the 3 rd 5 mL 10% m ethano l eluate)  F. 经 15 mL 10% 甲醇淋洗后的 5 mL甲醇洗脱液

(m ethano l eluate w ith 15 mL 10% m ethanol p re- w ash ed)  G.经 15 mL水淋洗后的 5 mL甲醇洗脱液 ( m ethanol eluate w ith 15mL w ater pre-

w ash ed) H.第 6 mL甲醇洗脱液 ( the 6th m ill iliter m ethanol eluate)

11和厚朴酚 ( honok io,l 9192 m in)  21厚朴酚 ( m agnono,l 14157 m in)

的去除效果无明显差别, 且都显著好于中国药典方

法 (图 1- C)。因此, 确定以 15mL水为淋洗液。当

5 mL甲醇洗脱完毕后,再各以 1 mL甲醇洗脱, 收集

洗脱物,分析后发现没有目标化合物 (图 3- H ) ,表

明 5 mL甲醇已将目标化合物洗脱完全。

513 藿香正气口服液作为水溶性制剂,相比藿香正

气水的酊剂更适用于采用固相萃取技术进行样品的

前处理。本方法与中国药典方法相比, 结果准确可

靠,同时具有操作简单、快速、环境友好、除杂效果显

著的特点,尤其适合于大量样品的分析。
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