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RP—HPLC测定苗药黑白保肝清颗粒中槲皮素的含量

杨立昌，乙引+，林俊清，张习敏

(贵州师范大学生命科学学院，贵阳550001)

【摘要】 目的：建立苗药黑白保肝清颗粒中槲皮素总量的测定方法。方法：采用RP-HPLC法，Diamonsil(TM)钻石C．。柱

(4．6 mm×250 mm，5 Izm)，以甲醇-0．2％磷酸(56：44)为流动相，流速1．0 mL·min～，柱温35℃，检测波长370 am。结果：在

0．020 6—0．133肛g进样量范围内，槲皮素含量与峰面积呈很好的线性关系(r=0．997)，平均回收率为98．2％，RSD为1．70％。

5批样品中槲皮素总量均值为1．44 mg-g～。结论：该方法简便，准确，重复性好，可用于苗药黑白保肝清颗粒中槲皮素总含量

测定。
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Determination of Quercetin Content in Heibai Baoganqing Granules

of Miao Ethnomedicine by RP-HPLC

YANG Li—chang，YI Iqn’，LIN Jun—qing，ZHANG Xi—rain

(School of Life Sciences，Guizhou Normal University，Guiyang 55000 1，China)

[Abstract]0bjective：To establish a method to determine quercetin in Heibai Baoganqing Granules of Mao

ethnomedicine by HPLC．Method：HPLC was used．The column was Diamonsil(TM)C 18(4．6 mm×250 mm，5

斗m)．The mobile phase consisted of methanol-O．2％phosphoric acid(56：44)，with the flow rate of 1．0 mL·

rain～and the wavelength was at 370 nm．Result：Quercetin was linear in the range of 0．020 6～0．1 33斗g．The

average recovery was 98．2％．The average content of quercetin in five samples was 1．44 mg‘g～．Conclusion：

This method is accurate，simple and reproducible，and can be used for the determination of qucrcetin in Heibai

Baoganqing Granules．
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黑白保肝清颗粒是由贵州苗族地区民间秘验方

中筛选、组方而得到的苗药方制剂，主要经由赶黄

草、贯叶连翘和小花清风藤等主药材炮制提炼加工
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组方而成。赶黄草又名扯根菜，为虎耳草科植物扯

根菜Penthorun chinense Pursh的干燥地上部分，其提

取物在体外具有较好的抗乙型肝炎病毒作用⋯，其

主要的抗病毒的活性成分为槲皮素和没食子酸¨⋯，

另有报道其活性成分槲皮素具有修复肝损伤的作

用H1。贯叶连翘Hypericum performatum L．为藤黄科

金丝桃属多年生草本植物，其主要抗病毒活性成分

为金丝桃素"】，研究表明槲皮素与金丝桃素的共存

可以明显减小金丝桃素的光敏性损伤∞o。小花清风

藤Sabia parviflora Wall．ex RoXb为清风藤科清风藤

属藤本植物，具有一定的保肝功效¨。。槲皮素为该

苗药方制剂中含量较高的活性成分，可作为苗药黑

白保肝清颗粒质量控制的重要标准之一。
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目前，槲皮素的含量测定方法有紫外一可见分光

光度法、荧光光度法、薄层扫描法、高效液相色谱法

等旧401。以上方法均存在操作繁琐、费时等缺点。

为有效控制产品质量，建立高效准确槲皮素测定方

法，本文采用反相高效液相色谱(RP—HPLC)法测定

苗药黑白保肝清颗粒中的总槲皮素含量，方法专属

性强、灵敏度高、干扰小、结果可靠。

1材料

1．1 仪器HPLC-6A型高效液相色谱(日本岛

津)、TCQ-250型超声波清洗仪(北京医疗设备二

厂)、AEG-220型电子天平(日本岛津)、紫外分光光

度仪(日本岛津)。

1．2试药槲皮素对照品(中国药品生物制品检定

所，00081—19905)；甲醇为色谱纯；水为重蒸水；盐

酸、乙醇、磷酸均为市售分析纯。黑白保肝清颗粒由

贵州苗山医药开发公司提供。

2方法与结果

2．1溶液的制备

2．1．1对照品溶液的制备 精确称取槲皮素对照

品3．3 mg置250 mL量瓶中，加甲醇溶解稀释至刻

度，摇匀，制成槲皮素13．2¨g·mL“的对照品溶液。

2．1．2供试品溶液的制备 精密称取黑白保肝清

颗粒0．600 0 g，置于100 mL锥形瓶中，加入提取溶

剂，水浴回流水解，过滤，滤液于旋转蒸发仪浓缩，转

移至50 mL量瓶中，甲醇定容，用微孔滤膜(0．45

“m)过滤。

2．1．3阴性对照品溶液的制备取黑白保肝清颗

粒方剂中除赶黄草以外的原料药材，按黑白保肝颗

粒的制备方法制成阴性制剂。精密称取阴性制剂

0．60 g，按照2．1．2项下方法制备。

2．2测定波长条件选择 取对照品3 mL，加入流

动相3 mL，于紫外分光光度仪测定其吸光度，在370

am处有最大吸收峰，故选择370 nl-fl作为检测波长。

2．3样品提取水解条件选择

2．3．1提取溶剂选择 采用5种混合试剂进行提

取，水浴回流水解2 h。结果表明，提取溶剂I提取

的槲皮素含量最高，为0．029％，见表1。因此，选用

提取溶剂I作为提取溶剂。

2．3．2水解时间选择 参照冯长根等¨1J方法，精

密称取黑白保肝清颗粒0．60 g，置于100 mL锥形瓶

中，加入甲醇提取36 h，定容至250 mL量瓶中，摇

匀，精密吸取10 mL样品液共4份，分别加入提取溶

表1 不同提取溶剂对黑白保肝清颗粒槲皮素含量的影响 ％

剂水浴回流水解0．5，1，1．5，2 h，测定槲皮素含量。

结果表明，随着水解时间的延长，槲皮素含量逐步上

升，并在1 h时达到最大值，继续水解，槲皮素含量

未见增加，因此，确定水解时间为1 h。

2．4流动相的考察 比较甲醇-0．2％磷酸(56：44)

和甲醇-0．4％磷酸(50：50)2种流动相，发现前者出

峰时间短，能很好地分离对照品，且峰形较好。因

此，选择甲醇-0．2％磷酸(56：44)作为槲皮素提取的

流动相。

2．5色谱柱的考察取10．0 IxL对照品溶液，分别

注人2根色谱柱中。1根为大连依利特分析仪器有

限公司生产的Hypersil BOD C。8柱(4．6 mm×250

mm，5斗m)；另1根为迪马公司生产的Diamonsil

(TM)钻石C，。柱(4．6 him×250 mm，5斗m)。结果

表明，由Hypersil BOD C。。柱洗脱的峰有少许拖尾现

象，而由Diamonsil(TM)钻石C。。柱洗脱的峰不仅无

拖尾现象，而且峰形好。因此，选用Diamonsil(TM)

钻石C，。柱进行洗脱。

2．6色谱条件Diamonsil(TM)钻石C18柱；流动相

甲醇-O．2％磷酸(56：44)；流速1．0 mL·min一；柱温

35℃；检测波长370 nm。HPLC色谱见图1。

j地世
2 4 6 8 10 t／mAn 2 4 6 8 10 t／min 2 4 6 8 10tlmin

A B C

图1黑白保肝清颗粒HPLC色谱图

A．对照品；B．阴性对照品；c．样品；1．槲皮素

2．7 线性范围实验 精密吸取对照品溶液2．0，

4．0，6．0，8．0，10．0¨L进样，记录色谱图测定槲皮素

峰面积，以峰面积为纵坐标，对照品进样量为横坐

标，建立回归方程为y=1．50×105x+3．77×103

(r=0．997)，表明在0．020 6～O．133斗g槲皮素含量

与峰面积呈良好的线性关系。

2．8精密度试验精密吸取对照品溶液10斗L，连

续进样5次。结果，槲皮素峰面积平均值为
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834 308．6，RSD值<2．0％，表明色谱条件具有较好

的精密度。

2．9供试品稳定性试验精密吸取供试品溶液，分

别在0，1，2，4，6 h后重复进样。结果，供试品溶液

中槲皮素峰面积的RSD 1．37％。表明供试品溶液在

6 h内稳定。

2．10重复性试验精密称取黑白保肝清颗粒样品

0．6 000 g，共5份，分别进行测定。结果，槲皮素平

均含量为1．45 mg·g～，RSD 1．76％，表明该方法重

复性良好。

2．11 回收试验精密称取已知含量的样品，加入

槲皮素对照品配制成供试品溶液共5份，按2．12项

下方法测定槲皮素含量，计算回收率，结果见表2。

槲皮素平均回收率为98．2％，RSD 1．70％。

襄2槲皮素加样回收率实验结果(n=5)

2．12样品含量测定 按2．1方法下制备供试品溶

液共5批，分别精密吸取供试品溶液和对照品溶液

各10仙L，按上述色谱条件测试，结果见表3。
表3黑白保肝清颗粒样品的槲皮素含量(n=5)

3结论

采用RP．HPLC法可以测定黑白保肝清颗粒中

槲皮素总含量。测定结果为苗药黑白保肝清颗粒总

·66·

槲皮素含量均值为1．44 mg·g～。在本品含量测定

方法中，通过供试品及对照品制备方法、测定条件的

研究，经系统适应性、精密度试验、稳定性试验、重复

性试验及加样回收率试验等方法学考察，证明确定

的苗药黑自保肝清颗粒槲皮素总含量测定方法精密

度、重复性好，分离度符合规定，方法稳定，能有效的

控制药品质量。
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