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[摘要 ] � 目的: 建立 H PLC同时测定藏药当佐中没食子酸、羟基红花黄色素�A、桂皮醛、胡椒碱含量的方法, 对不同来源

样品进行测定, 以建立当佐的质量控制标准。方法: 采用 W ate rs XTerra RP�C18 ( 4�6 mm � 250 mm, 5 �m )色谱柱,以甲醇�水

(含 0�1%冰乙酸 )为流动相,梯度洗脱 ( 0~ 22� 5 m in,流动相比例 5�95 ~ 50�50; 22�5~ 40 m in,流动相比例 50�50~ 80�20),

流速为 1� 0 mL� m in- 1, 检测波长为 270 nm。结果: 在此色谱条件下, 没食子酸、羟基红花黄色素�A、桂皮醛、胡椒碱达到基线

分离, 且线性良好,线性范围分别为 0� 040~ 0� 640 �g ( r= 0� 999 8 ), 0�090~ 1�440 �g ( r= 0�999 9), 0�031 ~ 0� 500 �g ( r =

0� 999 9), 0� 092~ 1� 477 �g ( r= 0�998 9), 平均回收率 ( n = 6)分别为 97�42% ( RSD 1� 9% ), 97� 55% ( RSD 2�9% ), 98�69%

( RSD 0�96% ) , 96� 72% ( RSD 4� 0% );不同来源当佐中该 4种成分的含量变化分别为 0� 113~ 1�69, 0�889~ 1� 51, 0� 000 ~

0� 606, 1� 96~ 2�75 m g� g- 1。结论: 本研究所建立的方法,能够准确快速地测定当佐中指标成分的含量,可为该药的全面质量

评价提供参考。
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� � 藏药当佐由石榴子、红花、肉桂、白豆蔻、荜茇及

珍宝药佐太 6味药组成, 为藏医临床常用传统制剂

之一, 具有温胃益火、化滞除湿、温通经脉、保肝健胃

等功效,用于消化不良、食欲不振、寒性腹泻、慢性肠

胃炎、乙型肝炎、糖尿病等病症。本制剂临床应用广

泛,疗效确切,但关于其质量控制尚未见文献报道。

现代研究表明, 没食子酸 ( ga llic acid)、羟基红花黄

色素 �A ( hydroxysafflor ye llow A, HSYA )、桂皮醛

( c innam ic aldehyde)、胡椒碱 ( piperine)分别为当佐

配伍药石榴子、红花、肉桂、荜茇中的主要药理活性

成分
[ 1�6]
。因此, 本研究建立了高效液相色谱

(HPLC�DAD )同时检测藏药当佐中没食子酸、羟基

红花黄色素 �A、桂皮醛及胡椒碱含量的方法, 并对不

同来源当佐中该 4种指标成分的含量进行了测定,

为当佐的质量控制提供参考依据。

1� 材料

Ag ilent 1100型高效液相色谱仪, DAD检测器,

ChemS tation色谱工作站 (美国, Ag ilent公司 );

AG135精密天平 (瑞士, M ettler� Toledo公司 ) ; KQ�
2500DE数控超声波清洗器 (昆山超声仪器有限公

司 ) ; M illipore超纯水器 (美国, M illipore公司 )。

当佐样品 4批, 分别购自西藏藏医学院藏药厂

(批号: 080401)、西藏雄巴拉曲神水藏药厂 (批号:

20090701)、青海玉树州藏医院、四川省甘孜州石渠

县藏医院。

没食子酸 ( gallic acid, 批号 110831�200302)、羟
基红花黄色素�A ( hydroxysafflor yellow A, HSYA, 批

号: 111637�200905)、桂皮醛 ( cinnam ic a ldehyde, 批

号 710�200011 )、胡椒 碱 ( piperine, 批号 0775�
200203)对照品均购自中国药品生物鉴定所。甲醇

为色谱纯 (山东禹王实业有限公司禹城化工厂 ), 冰

乙酸为分析纯 (天津市百世化工有限公司 ) ,实验用

水为 M illipore纯水器制超纯水。

2� 方法与结果
2�1� 色谱条件

W aters XTerra RP� C18 ( 4�6 mm � 250 mm, 5
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�m)色谱柱, 以甲醇 �水 (含 0�1% 冰乙酸 )为流动

相,梯度洗脱 ( 0~ 22�5 m in, 5�95~ 50�50; 22�5~ 40

m in, 50�50~ 80�20), 流速 1 mL� m in
- 1
, DAD检测

器,检测波长 270 nm,参比波长 500 nm,柱温 25 � ,

进样量 10 �L。相应色谱图见图 1。

C�1, C�2, C�3, C�4分别为缺石榴子、红花、肉桂及荜茇

阴性对照; 1�没食子酸; 2� H SYA; 3�桂皮醛; 4�胡椒碱。

图 1� 4种对照品 ( A )、当佐 ( B)及阴性对照 ( C )色谱图

2�2� 溶液制备
2�2�1� 对照品混合溶液制备 � 称取没食子酸对照品
2�56mg、羟基红花黄色素�A 5�76 mg、桂皮醛 2�00
mg、胡椒碱 5�89 mg,分别置于 4个 10mL量瓶中,甲

醇定容,摇匀,即得对照品储备液。精密吸取各对照

品储备液 2�5 mL置于 10mL量瓶中,混匀,制得质量

浓度分别为 0�064, 0�144, 0�050, 0�147 g� L
- 1
的没

食子酸、羟基红花黄色素�A、桂皮醛及胡椒碱对照品
混合溶液。

2�2�2� 供试品溶液制备 � 称取当佐样品约 1 g,精

密称定置于具塞三角烧瓶中,精密加甲醇 25mL,密

封,称定,超声处理 (功率 250 W, 频率 40 kHz) 30

m in,放冷, 再称定, 用甲醇补足失重,摇匀, 滤过,即

为供试品溶液,进样 10 �L。

2�2�3� 阴性对照溶液的制备 � 根据当佐中各配伍
药的比例,分别制备各缺石榴子、红花、肉桂及荜茇

的 4份阴性对照品,按 2�2�2项下方法制得阴性对
照溶液。

2�3� 线性关系的考察
精密吸取 2�2�1项中配制的对照品混合溶液

0�1 mL,用甲醇依次作等倍稀释,配成系列浓度, 按

2�1项下色谱条件测定, 10 �L进样, 每个浓度进样

3次,取平均值。以进样量对峰面积积分值进行回

归处理,得没食子酸、羟基红花黄色素�A、桂皮醛、胡
椒碱标准曲线,见表 1。

表 1� 当佐中 4种活性成分的标准曲线

化合物 回归方程 r 线性范围 /�g

没食子酸 Y= 2�137� 103X + 3�142 0�999 8 0�040~ 0�640

羟基红花黄色素�A Y= 0�401� 103X + 1�979 0�999 9 0�090~ 1�440

桂皮醛 Y= 4�852� 103X + 2�535 0�999 9 0�031~ 0�500

胡椒碱 Y= 1�538� 103X + 32�957 0�998 9 0�092~ 1�477

2�4� 精密度试验
精密吸取对照品混合溶液 10 �L, 连续进样 6

次, 记录峰面积,测得没食子酸、羟基红花黄色素 �A、
桂皮醛、胡椒碱的日内精密度 RSD分别为 1�3%,

1�0% , 1�8% , 2�1% ;精密吸取同一对照品混合溶液

10 �L,连续 2 d进样, 每天进样 3次, 记录峰面积,

以上 4种指标成分的日间精密度 RSD 分别为

1�5% , 1�8%, 2�1%, 2�7%。
2�5� 稳定性试验
取同一供试样品溶液 10 �L, 分别于 0, 2, 6,

8, 24, 48, 72 h进样。测得没食子酸、羟基红花黄

色素 �A、桂皮醛、胡椒碱的峰面积 RSD 分别为

1�7% , 1�1%, 1�4%, 1�5% ,表明供试样品中 4种

指标成分在 3 d内稳定性良好。

2�6� 重复性试验
将同一厂家的当佐样品,按 2�2�2项方法配制

成 6份供试品溶液, 进样 10 �L, 测得没食子酸

( 0�191mg� g
- 1

)、羟基红花黄色素 �A ( 1�507mg�
g
- 1

)、桂皮醛 ( 0�606mg� g
- 1

)、胡椒碱 ( 1�962mg�

g
- 1

)的平均含量 RSD分别为 1�9% , 1�0% , 1�4%,

2�6% ,表明该方法的重复性较好。

2�7� 加样回收率试验
称取已知含量的样品 (西藏藏医学院藏药厂,

批号 080401)约 0�5 g, 共 6份, 精密称定。配制没
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食子酸 ( 0�11 g� L
- 1

)、羟基红花黄色素 �A ( 0�75 g

� L
- 1

)、桂皮醛 ( 0�32 g� L
- 1

)及胡椒碱 ( 1�02 g�

L
- 1

)混合对照品溶液, 精密吸取 1 mL分别加入上

述 6份样中,并按供试品溶液制备方法处理,测定,

计算回收率,结果见表 2。

表 2� 4种成分加样回收率试验结果 ( n= 6)

化合物
样品中

量 /mg

加入量

/mg

测得量

/m g

回收率

/%

平均值

/%

RSD

/%

没食子酸 0. 096 0. 11 0. 202 0 98. 06 97. 42 1. 9

0. 097 0. 11 0. 201 7 97. 44

0. 096 0. 11 0. 207 5 100. 73

0. 095 0. 11 0. 197 9 96. 54

0. 096 0. 11 0. 196 3 95. 29

0. 096 0. 11 0. 198 7 96. 46

� 羟基红花 0. 754 0. 75 1. 500 5 99. 77 97. 55 2. 9

黄色素 �A 0. 762 0. 75 1. 414 8 93. 57

0. 763 0. 75 1. 448 1 95. 71

0. 751 0. 75 1. 490 9 99. 33

0. 754 0. 75 1. 447 8 96. 26

0. 754 0. 75 1. 524 0 100. 66

桂皮醛 0. 305 0. 32 0. 613 3 98. 13 98. 69 1. 0

0. 307 0. 32 0. 616 7 98. 36

0. 303 0. 32 0. 620 3 99. 57

0. 306 0. 32 0. 622 9 99. 50

0. 302 0. 32 0. 604 7 97. 22

0. 307 0. 32 0. 623 0 99. 36

胡椒碱 0. 997 1. 02 1. 998 0 99. 06 96. 72 4. 0

0. 968 1. 02 1. 938 9 97. 53

0. 996 1. 02 1. 992 0 98. 81

0. 997 1. 02 1. 936 3 96. 00

0. 975 1. 02 1. 781 7 89. 31

0. 979 1. 02 1. 991 0 99. 60

2�8� 样品的测定
按 2�2�2项下方法处理不同来源的当佐样品,

制备供试样品溶液, 进样量 10 �L, 记录没食子酸、

羟基红花黄色素 �A 、桂皮醛及胡椒碱的峰面积,由

线性回归方程计算 4种指标成分的含量, 表 3。

表 3� 当佐中 4种指标性成分的含量 ( n= 3)

m g� g- 1

样品来源 没食子酸 HSYA 桂皮醛 胡椒碱

西藏藏医学院藏药厂 0. 191 1. 51 0. 606 1. 96

西藏雄巴拉曲神水藏药厂 0. 113 1. 21 0. 114 1. 98

青海玉树州藏医院 0. 242 0. 970 - 2. 56

四川石渠县藏医院 1. 69 0. 889 0. 104 2. 73

3� 讨论
检测波长的确定, 文献 [ 7�10]报道没食子酸最

大吸收波长为 272 nm, 羟基红花黄色素 �A为 403

nm, 桂皮醛为 276 nm,胡椒碱为 343 nm,各波长存

在较大差异, 据此很难确定合适的共同检测波长。

本研究在紫外 �可见光 ( 190~ 800 nm ) 范围内对 4

种化合物进行全波段扫描, 通过综合比较各化合物

吸收强度变化趋势, 选择 270 nm 为检测波长、500

nm为参比波长, 在此条件下, 4种化合物均有较强

吸收峰。

洗脱条件的确定,藏药复方当佐中所含成分复

杂, 用甲醇�水二元系统进行等度洗脱,分离度较差。

通过反复地摸索尝试,最终确定以甲醇�水 (含 0�1%
冰乙酸 )为流动相, 梯度洗脱 ( 0~ 22�5 m in, 5�95 ~
50�50; 22�5 ~ 40 m in, 50�50 ~ 80�20 )。在此条件

下, 4种指标成分达到了良好分离。

研究结果表明, 不同来源当佐中没食子酸和桂

皮醛含量差异较大,羟基红花黄色素�A和胡椒碱的
含量差异较小,其中玉树州藏医院样品未检测出桂

皮醛色谱峰。本研究检测的 4批样品中没食子酸、

羟基红花黄色素�A及桂皮醛胡椒碱含量变化分别
为: 0�113 ~ 1�69, 0�889 ~ 1�51, 0�000 ~ 0�606,
1�96~ 2�73 mg� g

- 1
, 推测造成当佐中指标成分含

量差异的原因可能与原药材的来源、加工炮制及制

剂生产工艺有关。

本研究所建立的方法快速灵敏, 能同时测定藏

药当佐中没食子酸、羟基红花黄色素�A、桂皮醛及胡
椒碱的含量,为评价藏药当佐的药品质量提供了科

学的依据。
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HPLC determ ination of four components in Tibetanm edicine

Dangzuo of different tibetan regions

L I Cen 1, 2, 3, X IAO Yuancan 1, 2, YANG H ongx ia1, 2, 3, DU Yuzh i 1, 2, WEI L ix in1, 2*

(1. N orthw est P la teau Institute of B iology, Chinese A cad em y of Sciences, X ining 810008, China;

2. Q inghai Province K ey Laboratory of T ibetan M ed icine Pharm aco logy and Safety A ssess, X ining 810008, China;

3. G radua te Univer sity of Chinese A cademy of Sciences, Beijing 100049, China)

[ Abstract] � Objective: T o develop an H PLC m ethod for determ ination of ga llic ac id, hydroxysafflor ye llow A, cinnam ic alde�

hyde and piper ine in T ibe tan med ic ine Dangzuo, and to com pare the content o f four active com ponents in Dangzuo o f different T ibetan

reg ions. M ethod: The separation was ca rr ied out on aW aters XTerraRP�C18 co lumn ( 4. 6 mm � 250 mm, 5 �m ). Them ob ile pha�

ses w ere m ethanol and wa ter, a ll con tained 0. 1% glac ia l acetic ac id, for gradient elution. The gradient program w as as follow s: 0�

22�5 m in, m ethano lw as changed from 5% to 50% ; 22. 5�40 m in, changed to 80% 80�20. The flow ra tew as 1. 0 mL� m in- 1. The

detection w ave length w as 270 nm. The re fe rence w ave length w as 500 nm. Resu lt: The linear ranges o f gallic acid, hydroxysa fflo r

ye llow A, c innam ic a ldehyde and p iperine w ere 0. 040�0. 640 �g ( r= 0. 999 8 ), 0. 090�1. 440 �g ( r= 0. 999 9) , 0. 031�0. 500�g

( r= 0. 999 9 ) and 0. 092�41. 477�g ( r= 0. 998 9) , respective ly. The average recover ies ( n = 6) were 97� 42% ( RSD 1. 9% ),

97. 55% ( RSD 2. 9% ) , 98. 69% ( RSD 0. 96% ) and 96. 72% ( RSD 4. 0% ) , respec tive ly. The content ranges o f ga llic ac id,

hydroxysafflor ye llow A, cinnam ic a ldehyde and p iperine inDangzuo sam ples o f d ifferen tT ibetan reg ions w ere 0. 113�41. 69 m g� g- 1,

0� 889�1. 51 m g� g- 1, 0. 000�40. 606 m g� g- 1 and 1. 96�2. 73 mg� g- 1, respective ly. Conclusion: Them ethod is a sim ple and ef�

fective for quality contro l of T ibetan m edicine Dang zuo.

[ Key words] � HPLC; Dang zuo; gallic ac id; hydroxy safflor yellow A; cinnam ic a ldehyde; piper ine

do:i 10. 4268 /cjcmm20110823
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