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高效液相色谱．蒸发光散射测定柴芩清肝方提取物中

柴胡皂苷a的含量

竹克，王建宫，闫广利

(黑龙江中医药大学中医药研究院，哈尔滨 150040)

【摘要】 目的：建立柴芩清肝方提取物中柴胡皂苷a的含量测定方法。方法：采用Diamonsil c。。柱(4．6 mm x 200 mm，5

“m)，以乙腈一水为流动相进行梯度洗脱，流速1．0 mL·rain-。，蒸发光散射检测器进行检测，漂移管温度105℃，氮气流速2．0

L·min～。结果：柴胡皂苷a进样量在1．7—8．5 ILg与峰面积对数线性关系良好(r=0．999 4)，平均回收率为96．6％，RSD

1．8％(n=5)。结论：方法专属性强、准确、快速，适用于柴芩清肝方提取物中柴胡皂苷a的含量测定。
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Determination of Saikosaponin A in Chaiqin Qinggan

Formula Extract by HPLC-ELSD

FU Ke，WANG Jian—gong，YAN Guang—li

(Research Institute of Traditional Chinese Medicine，Heilongjiang

University of Chinese Medicine，Harbin 1 50040，China)

[Abstract]0bjective：To establish a HPLC method for the determination of saikosaponin A in the extract of

Chaiqin Qinggan formula．Method：The column of Diamonsil C18(4．6 mm x200 mm，5 Ixm)was used．The mobile

phase was aeetonitrile-water with a gradient elution program with the flow rate at I．0 mL·min～．The evaporative

light scattering detector(ELSD)was used as detector．Drift tube temperature was at 1 05℃，and the gas flow rate

was 2．0 L·min～．Result：The logarithmic calibration curves were linear in the range of 1．7-8．5 Ixg(r=0．999 4)．

The average recovery was 96．6％with the RSD value of 1．8％(rg=5)．Conclusion：The method can be used to

determine the content of saikosaponin a in the extract of Chaiqin Qinggan formula．
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柴芩清肝方由柴胡、黄芩、甘草、芍药等中药组

成，具有疏肝解郁、清热解毒的功效，为临床治疗肝

炎的有效方剂。方中柴胡疏肝解郁、透达郁热为君，

其中柴胡皂苷a是其主要活性成分，具有抗炎、保

肝、免疫调节等药理活性¨1。为了更好地控制药品

的内在质量，保证临床疗效，本试验采用高效液相色
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谱．蒸发光散射检测法(HPLC—ELSD)建立了柴芩清

肝方提取物种柴胡皂苷a的含量测定方法，为本品

质量控制提供依据。

l 材料

Waters 2695型高效液相色谱仪、Empower色谱

工作站(美国)；2000ES蒸发光散射检测器(美国

Alheeh公司；1／10万分析天平，湘仪天平仪器厂)。

柴胡皂苷a对照品(上海融禾医药科技发展有限公

司提供，纯度大于98％)；色谱乙腈(Dikma公司)；

水为Milli—Q超纯水；其他试剂均为分析纯。

柴芩清肝方提取物按照文献方法制备”。。
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2方法与结果

2．1色谱条件Diamonsil C18柱(4．6 mm×200

mm，5恤m)；流动相A为乙腈，B为水，梯度洗脱，程

序为0—20 rain，A(40％一50％)；流速1．0 mL·

min～；柱温30 oC；蒸发光散射检测器漂移管温度为

105℃，气体流速为2．0 L·rain～；进样体积20斗L。

2．2对照品溶液制备 精密称取柴胡皂苷a对照

品8．50 mg，置于25 mL量瓶中，加甲醇溶解制成

0．34 g·L“的溶液。

2．3供试品溶液制备取本品研细，取粉末约l g，

精密称定，用5％氨水甲醇溶液(5 mL浓氨水用甲醇

稀释至100 mL)30 mL回流提取30 rain，过滤，残渣

用5％氨水甲醇溶液少量多次洗涤，洗液一并过滤，

滤液水浴蒸干，残渣加水15 mL使溶解，置于分液漏

斗中，用水饱和正丁醇萃取4次，每次15 mL，合并

正丁醇层，用正丁醇饱和的氨试液洗涤2次，每次

30 mL，弃去氨液，正丁醇液蒸干，残渣用甲醇溶解，

定容至5 mL量瓶中，摇匀，过0．45“m微孔滤膜，即

得。

2．4 阴性对照液制备按处方比例，取去除柴胡外

的其他味药材，按柴芩清肝方提取物提取工艺同法

制备阴性制剂旧1，再按2．3项下方法操作，制成阴性

溶液。

2．5专属性试验分别吸取对照品溶液、供试品溶

液、阴性对照液各201xL，注入液相色谱仪，按上述色

谱条件测定，记录色谱图，见图1。结果表明，与对

照品色谱相同位置上，具有相同保留时间的色谱峰，

阴性液无干扰。

2．6线性关系考察 精密吸取对照品溶液5，10，

15，20，25斗L，注入高效液相色谱仪，按前述色谱条

件测定，以进样量(斗g)的自然对数值为纵坐标(Y)，

峰面积的自然对数值为横坐标(x)，进行线性回归，

结果同归方程为Y=1．628 3X+10．665 4，相关系数

r=0．999 4。表明柴胡皂苷a在1．7—8．5“g线性

关系良好。

2．7精密度试验 取对照品溶液，连续进样5次，

每次20仙L。结果柴胡皂苷a峰面积RSD 1．2％，表

明仪器精密度良好。

2．8稳定性试验 取供试品溶液，在制备后0，l，

2，4，8，12 h分别进样20斗L，柴胡皂苷a在各时间点

的峰面积RSD 1．9％，表明供试品溶液在12 h内稳

定。
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图1柴芩清肝方提取物中柴胡皂苷a含量测定的高效液相色谱图

A．柴胡皂苷a对照品；B．柴芩清肝方提取物；c．缺柴胡阴性

2．9重现性试验取同一批样品，按2．3项平行制

备5份供试品溶液，测定柴胡皂苷a的含量，结果各

样品中柴胡皂苷a的含量基本一致，平均含量为

1．493 2 g·L～，RSD 2．5％，表明方法重现性较好。

2．10加样回收率试验精密吸取已知含量的样品

粉末5份，每份约0．5 g，精密称定，置于烧瓶中，精

密加入柴胡皂苷a对照品溶液2．2 mL，挥干溶剂，再

加入5％氨水甲醇溶液30 mL，按2．3项下方法制备

成供试品溶液。外标两点法对数方程计算含量，并计

算加样回收率，结果见表l。

表1 柴芩清肝方提取物中柴胡皂苷a的加样回收率

2．1l样品测定 按供试品溶液制备项下方法制

备，精密吸取20仙L注入高效液相色谱仪，记录峰面

积，外标两点法对数方程计算含量，结果3批柴芩清

肝方提取物中柴胡皂苷a分别为1．493 2，1．530 3，

1．542 8 mg·g～，RSD 1．7％。
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3讨论与结论

柴胡皂苷a为齐墩果烷型三萜皂苷，分子结构

中仅有一个双键，仅在紫外末端有较弱的吸收，因此

有关柴胡皂苷a的HPLC．UV测定方法，多采用203

nm左右作为检测波长"⋯。这种方法对于柴胡单味

药材中柴胡皂苷a的测定尚可满足，而对于中药复

方的复杂化学体系来说，由于其他成分的严重紫外

吸收干扰，很难获得柴胡皂苷a的有效检测。蒸发

光散射检测器(ELSD)是一种通用检测器，其最大优

越性在于能检测不含发色团的化合物，因而极大地

扩宽了HPLC在中药及其复方制剂检测中的应用，

现已在很多皂苷类成分的检测中已获得应用p⋯，在

柴胡皂苷的检测中也有报道"⋯。本试验对漂移管

温度和气体流速进行考察，确定了本文中所采用的

参数，与文献报道的检测参数设置有所不同。

柴胡皂苷a经酸处理易形成柴胡皂苷b．，后者

无抗炎活性，为保护柴胡皂苷a不被转化，在供试品

溶液制备过程中采用5％氨水甲醇溶液提取。

本试验采用梯度洗脱，减小了柴胡皂苷a峰的

峰宽，使峰型尖锐，峰面积测定准确。
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