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高效液相色谱法测定肝泰胶囊中水飞蓟宾的含量
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摘 要 目的:建立以高效液相色谱法测定肝泰胶囊中水飞蓟宾含量的方法。方法:色谱柱为 Diam onsil C 18, 流动相为磷酸二氢钾-

甲醇( 45 �55) ,流速为 1�0ml/ min,检测波长为 288nm,内标为山奈酚,柱温为( 25  2) ! , 进样量为 20�l。结果: 水飞蓟宾检测浓度

在 0�126~ 1�26mg/ ml范围内线性关系良好( r = 0�9 998) , 平均加样回收率为 102�9% ( RSD= 1�50% )。结论: 本方法简便、准
确、重现性好, 可用于本品的含量测定。
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肝泰胶囊系第二军医大学长征医院药学部自制, 主要成分

为水飞蓟素卵磷脂复合物。水飞蓟素是从菊科植物水飞蓟

( Silybum m ar ianum) 果实中提取分离得到的黄酮类化合物,

因其具有明显的保护和稳定肝细胞作用, 对各种肝脏疾病都有

不同的治疗效果,临床上主要用于急、慢性肝炎的治疗
[1 ]
。其为

水飞蓟宾 ( Silybin, SLB) 等的混合物, 有关水飞蓟素中水飞蓟

宾的含量测定, 文献报道有薄层扫描 ( TLC) 法、紫外- 可见分

光光度 ( UV- V IS) 法、高效液相色谱 ( HPLC) 法、但 TLC法

的分离度不理想, UV- VIS测定的结果为水飞蓟素中总黄酮

的含量, 而先前的 HPLC法条件复杂, 基线易漂移。本文中笔

者采用以磷酸二氢钾 ( 1�4g ∃500ml) - 甲醇为流动相, 山奈酚

为内标的 HPLC法测定肝泰胶囊中水飞蓟宾的含量, 取得满

意效果, 方法简便, 结果准确, 重现性好。

1 仪器与试药
1�1 仪器

高效液相色谱仪, 包括 600色谱泵、996PDA 紫外检测器、

M illennium 32色谱工作站 (美国Waters公司) ; 320型 pH 计

(瑞士梅特勒- 托利多公司) ; AE240电子分析天平 (瑞士梅特

勒- 托利多公司)。

1�2 试药

肝泰胶囊 (第二军医大学长征医院自制, 批号: 030908、

040122、040705) ; 山奈酚对照品 (中国药品生物制品检定所, 批

号: 110861- 200303) ; 水飞蓟宾对照品 (中国药品生物制品检

定所, 批号: 0856- 9902) ; 甲醇为色谱纯, 磷酸二氢钾为分析

纯。

2 方法与结果 [2]

2�1 色谱条件

色谱柱: Diamonsil C 18( 250mm % 4�6mm, 5�m) ; 流动相:
磷酸二氢钾( 1�4g ∃500ml) - 甲醇( 45�55) ;检测波长: 288nm;

流速: 1�0ml/ m in;柱温: ( 25  2) ! ;进样量: 20�l。
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表 1 加样回收率试验结果

Tab 1 Result s of recovery test

加入量( mg / ml) 测得量( mg /m l) 回收率( % ) ( % ) RSD( % )

0�212 0�219 103�5
0�208 0�213 102�5
0�225 0�232 102�9
0�524 0�544 103�8
0�518 0�534 103�1 102�9 1�50
0�512 0�523 102�1
0�847 0�863 101�9
0�839 0�862 102�7
0�854 0�885 103�6

x

2�2 系统适应性试验

以甲醇为溶剂分别配制肝泰胶囊样品溶液、水飞蓟宾对照

品溶液、山奈酚内标溶液、肝泰胶囊样品和山奈酚内标的混合

溶液、水飞蓟宾对照品和山奈酚内标的混合溶液,在& 2�1∋项色
谱条件下各进样 20�l,记录色谱,详见图 1。

由图 1可知, 水飞蓟宾对照品和样品中水飞蓟宾色谱峰均

为 2个矢量光谱图完全重叠的色谱峰 (为水飞蓟宾与异水飞蓟

宾重叠峰) , 但与原料中其它成分的色谱峰及内标物的色谱峰

分离良好。

2�3 内标溶液的制备

准确称取山奈酚对照品 20mg, 置于 50ml容量瓶中, 加甲

醇适量, 超声使之溶解, 冷却后定容, 摇匀, 制成每 1m l含 4mg

的山奈酚内标溶液。

2�4 线性关系考察

准确称取水飞蓟宾对照品 12�6mg, 置于 10ml容量瓶中,

加内标溶液适量, 超声使之溶解, 冷却后用内标溶液定容, 摇

匀, 制成对照品贮备液。再取对照品贮备液适量, 用内标溶液依

次稀释为含水飞蓟宾 0�126、0�252、0�504、1�008、1�26mg/ m l
的对照品溶液,精密吸取各对照品溶液 20�l进样测定。计算水

飞蓟宾的峰面积 (即水飞蓟宾与异水飞蓟宾两峰面积之和) 与

内标的峰面积之比( Y ) ,并以其为纵坐标, 浓度 ( X )为横坐标进

行线性回归, 得回归方程为 Y = 3�93X+ 8�65 % 10
- 3
( r =

0�9 998)。结果表明,水飞蓟宾检测浓度在 0�126~ 1�26mg/m l
范围内与峰面积积分值线性关系良好。

2�5 精密度试验

试验在 0�2、0�6、1�2mg/ ml 3个浓度水平进行, 于同日测
定 5次, 计算日内精密度, 求得相对标准差 ( RSD) 分别为

1�12%、1�54%、1�86% ; 连续 5d内进行测定, 各 1次, 计算日

间精密度, RSD 分别为 2�52%、2�14%、2�96%。
2�6 加样回收率试验

取已知含量的样品 9份, 准确加入一定量的水飞蓟宾对照

品 , 按 & 2�7∋项下方法操作, 以内标法计算回收率 , 结果详见
表 1。

2�7 样品含量测定

取肝泰胶囊 10粒, 倾出内容物, 混合均匀, 准确称取约

0�16g , 置于 10ml容量瓶中, 加内标溶液适量, 超声使之溶解,

冷却后过滤,用内标溶液稀释至刻度,摇匀,进样 20�l测定。按

内标对比法计算原料药中水飞蓟宾的含量 [2 ],结果详见表 2。

表 2 样品含量测定结果

Tab 2 Results of sample assaying

批号 含量( mg /粒 )

030908 13�06
040122 12�98
040705 13�12

3 讨论
笔者曾采用多种文献报道的 HPLC法测定肝泰胶囊中水

飞蓟宾的含量 [3 , 4 ], 效果均不理想, 样品峰和杂质峰分离度较

差、基线易漂移, 出峰时间长, 不适宜本品的含量测定。本文以

磷酸二氢钾 ( 1�4g ∃500ml) - 甲醇( 45�55)为流动相, 山奈酚

为内标进行试验, 水飞蓟宾的出峰时间为 12m in, 结果准确, 重

现性好,操作简便, 适用于水飞蓟宾的含量测定。

本试验中分别选择芦丁、槲皮素、黄芩苷、山奈酚作为内标

物, 前三者对样品峰均有干扰, 而山奈酚在上述色谱条件下与

样品峰和杂质峰完全分开, 峰形尖锐对称, 所以选择山奈酚为

本法的内标物。

由于水飞蓟宾色谱峰为 2个矢量光谱图完全重叠的色谱

峰, 为水飞蓟宾的非对映异构体, 计算含量时以两峰面积之和

为定量指标 [4 ]。

水飞蓟素主要有效成分为水飞蓟宾、异水飞蓟宾、水飞蓟

宁和水飞蓟亭, 其最大吸收均在 288nm 波长附近, 目前国内外

大多采用 UV - V IS 法测定其含量, 并以水飞蓟宾作对照品来

折算水飞蓟素的含量。笔者用 U V- VIS法测定了 3批肝泰胶

囊中水飞蓟素含量分别为 38�32、39�09、38�10mg,其水飞蓟宾
所占水飞蓟素的比例为 33�2%~ 34�4%。因此, 可以考虑用

HPLC法测定水飞蓟宾的含量来控制水飞蓟素的质量。暂定肝

泰胶囊的水飞蓟宾含量范围为 11�7mg~ 14�3mg。
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图 1 高效液相色谱

A�阴性对照品; B�水飞蓟宾对照品+ 内标; C�样品+ 内标; 1�水飞
蓟宾; 2�山奈酚

Fig 1 HPLC

A�negat ive control ; B� standard si lybin plus internal standard;

C� samp le plu s internal standard; 1�s ilybin; 2�kaempferol


