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品溶液无吸收，色谱图见图I。
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图1 HPLC色谱圈

2．5线性关系考察

配制一系列不同浓度的大黄素对照品溶液，浓度为1，

2，4，8，10 lag·ml～，精密吸取上述溶液各10出进样，以进样

量x为横坐标，峰面积Y为纵坐标，经线性回归，回归方程

为Y=45872X一282，r=0．999 7(t1．=5)，说明大黄素在0．01

—0．10 lag进样量与峰面积有良好的线性关系。

2．6精密度试验

取大黄泻火滴丸一包，碾碎，取约0．4 g，精密称定，按

“2．3”项下方法制备供试液，进样lO“l，连续6次，记录峰面

积，RSD为1．08％(／7,=6)，说明精密度较好。

2．7稳定性试验

取大黄泻火滴丸一包，碾碎，取约0．4 g，精密称定，按

“2．3”项下方法制备供试液，在0，2，4，8，12，24 h进样10

止，记录峰面积，RSD为1．02％(儿=6)，说明供试品溶液在

24 h之内稳定。

2．8重复性试验

取批号为20080314大黄泻火滴丸一包6份，碾碎，取约

0．4 g，精密称定，按“2．3”项下制备供试液，分别进样10出，

测得大黄素含量为0．327 mg·g～，RSD为1．21％(玮=6)，说

明方法重复性较好。

2．9加样回收率试验

取批号为20080314的大黄泻火滴丸一包，碾碎，取约
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0．4 g，精密称定共6份，分别加入0．I nag·ml“的大黄素对

照品溶液1．3 ml，按“2．3”项下方法制备供试液，结果平均回

收率为99．1％，RSD为1．34％。

2．10含量测定

取3批中试滴丸按“2．3”项下方法制备供试液，分别精

密吸取对照品溶液5、】O一及供试品溶液lO pl，注入液相色

谱仪，用外标两点法进行计算供试品的含量。

表1样品含量测定结粜

滴丸批号 大黄素含量(mg·g一1)

O．327

O．346

0．321

3讨论

3．1大黄中的大黄素是以大黄素及其结合型方式存在的。

因此对样品的前处理是的关键。本次试验主要是测定总大

黄素的含量，结合型方式的大黄素需经水解后才能测定，为

了使得水解完全，必须使酸的浓度足够高，水解时间足够长，

但酸浓度太高，水解时间太长，易使蒽醌苷元受破坏，本文采

用2．5 tool·L。硫酸水解，对于水解时间，比较了1，2，3 h，结

果证明2 h可使蒽醌苷水解完全p J。

3．2曾采用甲醇-水(22：78)、乙睛．水(41：59)、甲醇．水磷
酸(80：20：0．1)为流动相，结果发现用甲醇．水．磷酸(80：20：

0．1)既能得到较好的分离效果，且流动相配制简单。
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摘要 目的：采用HPLC法测定狼疮丸中绿原酸的含量。方法：采用Diamomil C18柱(250 Inln×4．6 111131，5 pan)；以乙腈．

0．4％磷酸溶液(13：87)为流动相；流速为O．8 ml·rain～；检测波长为327 nnl。结果：绿原酸在O．28—1．40 p．g(r=0．999 8)-范

围内。与峰面积呈良好的线性关系。平均加样回收率为99．32％，RSD为0．38％(忍=6)。结论：方法简便，重复性好，可作为

该制荆的质量控制依据。
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狼疮丸收载于《卫生部药品标准》十三册⋯，由金银

花、连翘、蒲公英和黄连等十六味中药组成，原标准中没有

定量控制，金银花为方中主药，绿原酸为其主要活性成分，

采用高效液相色谱法测定绿原酸含量的方法，作为其质量
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控制方法。

1仪器与试药

1．1仪器

岛津Lc一10A高效液相色谱仪(日本)，DL-95色谱工作

站。

1．2试药

绿原酸对照品(中国药品生物制品检定所，批号：

110753-2,00212)；狼疮丸(吉林省东丰药业股份有限公司，规

格：5．4rV袋×10缈盒，批号：20081209、20090302、20090403)；
乙腈为色谱纯；磷酸为分析纯；水为超纯水；其他试剂均为分

析纯。

2方法与结果

2．1 色谱条件‘2·41

色谱柱：Diamomil C18柱(250 mln X4．6 mm，5“m)；流

动相：乙腈-0．4％磷酸溶液(13：87)；流速：0．8 ml·min一，进

样量，10止；柱温：35℃；；检测波长：327 nm。

2．2对照品溶液的制备【zo

精密称取绿原酸对照品适量，置棕色量瓶中，加50％甲

醇制成每1 ml含0．07 nag的溶液，摇匀，即得(10℃以下保

存)。

2．3供试品溶液的制备∞1

取本品，研碎，取约2．5 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，

精密加入80％乙醇50 lIll，称定重量，超声处理30 min，放冷，

再称定重量，用80％乙醇补足减失的重量，摇匀，滤过，精密

量取续滤液25 IIll，蒸至近干，加水30 IIll使溶解，加氯化钠

0．5 g，用氨水调节pl-I至9～lO，置分液漏斗中，用醋酸乙酯

提取3次，每次20 Inl，弃去醋酸乙酯液，水液用盐酸调节pH

至2～3，用醋酸乙酯提取5次，每次20 rnl，合并醋酸乙酯液，

蒸干，残渣用甲醇溶解并转移至10 rnl棕色量瓶中，加甲醇

至刻度，摇匀，即得。

2．4 阴性样品溶液的制备

取不含金银花的阴性样品，照供试品溶液的制备方法，

制成阴性样品溶液。

2．5干扰试验

分别吸取对照品溶液，供试品溶液及阴性样品溶液各

10出注入液相色谱仪测定，记录色谱图，阴性样品在与绿原

酸对照品相应的保留时间处无色谱峰，表明阴性样品对测定

无干扰，见图1。
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2．6线性关系的考察

精密称取绿原酸对照品适量，加甲醇制成每1 ral含

0．070 2 mg的溶液。分别精密吸取4，8，12，16，20山注入液

相色谱仪，记录峰面积。以峰面积Y对进样量x进行线性

回归，回归方程为Y=5．60×105X+1．67×103(r=0．999

8)。绿原酸进样量在0．28—1．40斗g范围内呈良好线性关

系。

2．7精密度试验

取线性关系考察项下的对照品溶液，精密吸取10出，连

续进样6次，测定峰面积，RSD为0．61(n=6)，说明仪器精

密度良好。

2．8稳定性试验

精密量取同一供试品溶液，分别于0，2，4，6，8，10 h进

样10出，记录峰面积，RSD为0．75％(n=6)，说明供试品溶

液在10 h内稳定。

2．9重复性试验

取同一批号供试品6份，按“2．3”项下方法制备供试

液，进样10“l测定，含量为0．652 mg·g一，RSD为0．69％

(n=6)，表明方法重复性良好。

2．10回收率试验

精密称取已测定含量的同一供试品批号20090302(含

量：O．659 1 mg·g“)6份，分别精密加入绿原酸对照品溶液

(0．141 mg·ml“)5 ml，测定含量，计算加样回收率，平均加

样回收率为99．3％(RSD=0．38％，n=6)。

2．1l样品含量测定

取20081209、20090302、20090403 3批样品，按“2．3”项

下方法制备供试液，进样10斗l测定，用外标法(峰面积)计

算含量，分别为0．67，0．66，0．68 mg·g～。

3讨论

3．1试验中对样品进行脱脂与不脱脂进行了比较，结果未

脱脂样品杂质峰较多，需要的分离时间较长，故对样品进行

脱脂处理。

3．2试验中对脱脂的溶剂也作了选择：①乙醚；②三氯甲

烷；③醋酸乙酯。结果溶剂③脱脂彻底，故选择醋酸乙酯作

为脱脂溶剂。
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