
0. 9, 1. 2, 1. 5 mL置于 5 mL量瓶中 ,再量取 1 mL

甲萘酚内标溶液 ,加甲醇稀释至刻度。 分别进样 10

μL,以对照品溶液浓度为横坐标 ,对照品与内标物

的峰面积比值为纵坐标进行线性回归 ,绘制标准曲

线 ,得到回归方程为 Y = 1. 540X - 0. 011 51, r=

0. 999 9; Y= 51. 73X - 0. 006 294, r= 0. 999 8。结果

表明: 甘草酸在 0. 055～ 1. 10 mg /mL,桂皮酸在

2. 0～ 30. 1μg /m L呈现良好线性关系。

3. 4　精密度试验: 取同一浓度的样品重复进样 6

次 ,以甘草酸和桂皮酸峰面积分别与内标物联苯和

甲萘酚峰面积的比值计算 ,测得 RSD分别为 1. 6%

和 1. 0%。

3. 5　重现性试验: 按“供品溶液的制备”方法制备 6

份供品 ,分别进样 ,以甘草酸和桂皮酸峰面积分别与

内标物联苯和甲萘酚峰面积的比值计算 ,得 RSD分

别为 2. 0%和 1. 4%。

3. 6　回收率试验:精密称取甘草 0. 5 g ,附子 0. 5 g ,

白术 0. 5 g ,桂枝 1 g,共 9份 ,分为低、中、高 3组 ,分

别加入甘草酸对照品 2. 00, 4. 00, 6. 00 mg和桂皮

酸 0. 226, 0. 452, 0. 678 mg ,每剂量 3份 ,处理并测

定 ,计算回收率。结果甘草酸平均回收率为 95. 9% ,

RSD为 2. 6% ;桂皮醛回收率为 94. 8% , RSD为

2. 0%。

3. 7　供试品测定:精密称取甘草 0. 5 g ,附子 0. 5 g ,

白术 0. 5 g ,桂枝 1 g ,按照“供试品溶液的制备”方法

进行处理并测定 ,测得甘草附子汤中含甘草酸 3. 8

mg /g ,桂皮酸 0. 33 mg /g (n= 6)。

4　讨论

4. 1　曾以正交试验设计法对甘草附子汤的提取工

艺进行优化 ,以甘草酸、桂皮酸的含量和浸膏得率为

指标 ,考察了溶剂量、提取时间和提取次数对提取结

果的影响。 经过直观分析和方差分析 ,结果显示以

10倍量 50%乙醇 ,提取 2次 ,每次 1 h能获得最好

的提取效果。

4. 2　在流动相中加入冰醋酸可以有效抑制甘草酸

的解离 ,改善了甘草酸的峰形。经过对流动相的进一

步优化 ,在此色谱条件下待测物质的色谱峰与相邻

峰分离较好 ,重现性佳。本法简便、准确 ,可作为甘草

附子汤质量控制的手段之一。
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HPLC法测定风湿关节炎片中士的宁和马钱子碱的含量

李晓妮 ,胡　爽 ,葛　新 ,丁　红
 

(山西医科大学药学院 ,山西 太原　 030001)

　　风湿关节炎片主要由马钱子、麻黄、当归、苍术、

续断、桃仁等 17味中药组成 ,用于风湿痹痛、腰腿疼

痛、风湿性关节炎等症的治疗 ,具有良好疗效。 马钱

子为本处方中的君药。为保证用药安全有效 ,本实验

采用 HPLC法同时测定制剂中士的宁和马钱子碱

两种有效成分的含量 ,方法简便、快速、准确 ,为提高

和完善该制剂的质量标准提供了依据。

1　仪器和试药

岛津高效液相色谱仪 ( LC— 10A泵 , SPD— 10A

紫外可见检测器 , C— R6A数据处理机 )。

甲醇为色谱纯 ,其他试剂均为分析纯 ;士的宁对

照品和马钱子碱对照品 (中国药品生物制品检定所 ,

批号分别为: 0635-9903, 0725-9806) ;风湿关节炎片

(山西华康药业股份有限公司 )。
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2　方法和结果

2. 1　色谱条件: 色谱柱为 Hypersi l BDS C18柱

( 4. 6 mm× 250 mm , 5μm) (大连依特公司 ) ;流动

相:甲醇 -1%冰醋酸 ( 23∶ 77,含 0. 2%三乙胺 ) ;检

测波长: 254 nm;柱温: 25℃ ;进样量: 20μL;理论塔

板数按士的宁峰计算不低于 5 000。

2. 2　供试溶液的制备: 取本品 20片 ,除去糖衣 ,研

细 ,精密称取约 0. 4 g ,置具塞锥形瓶中 ,加入碱性氯

仿 [氯仿 -氨水 ( 9∶ 1) ]20 mL,精密称定 ,冷浸 24 h

后再精密称定 ,用碱性氯仿补足减失的质量 ,摇匀 ,

滤过。 精密量取续滤液 10 mL置蒸发皿中 ,水浴蒸

至近干 ,残渣用适量甲醇使溶解 ,用流动相分次洗涤

后合并置 25 mL量瓶中并稀释至刻度 ,摇匀 ,微孔

滤膜 ( 0. 45μm)滤过 ,即得。

2. 3　检测波长的选择: 精密称取士的宁对照品 5. 2

mg、马钱子碱对照品 7. 0 mg,分别置 10 mL量瓶

中 ,用甲醇溶解并稀释至刻度 ,制成对照品储备液。

将士的宁和马钱子碱对照品储备液分别在 200～

400 nm波长进行扫描 ,光谱图显示最大紫外吸收波

长: 士的宁为 211, 254 nm ,马钱子碱为 263, 301

nm。 为保证方法的灵敏度 ,选定波长为 254 nm。

2. 4　空白干扰实验:按制剂处方制成不含马钱子的

阴性供试液 ,与供试品在相同的色谱条件下测定 ,结

果在与士的宁和马钱子碱相应的保留时间处无干扰

峰。见图 1。

a-士的宁　 b-马钱子碱

a-s t rychnin e　 b-b rucine

图 1　对照品 (A)、风湿关节炎片 ( B)和缺马钱子

阴性对照 (C)的 HPLC图谱

Fig. 1　 HPLC chromatograms of ref erence substances

(A) , Fengsh i Guan jieyan Pill ( B) and sample

without Semen Strychni (C)

2. 5　线性关系的考察: 精密吸取士的宁储备液

0. 1, 0. 3, 0. 5, 0. 7, 1. 0 mg和马钱子碱储备液 0. 1,

0. 4, 0. 8, 1. 2, 1. 6 m L分别置 25 mL量瓶中 ,用流

动相稀释至刻度 ,摇匀 ,经 0. 45μm微孔滤膜滤过。

取续滤液 20μL,测定峰面积 ,进行线性回归。士的宁

回归方程为 Y= 29 633X - 1 390. 8 (r= 0. 999 6) ,

线性范围为 2. 08～ 20. 8μg /mL;马钱子碱回归方程

为 Y= 17 071X- 857. 42 (r= 0. 999 7) ,线性范围为

0. 56～ 9. 86μg /mL。

2. 6　精密度试验:取 10. 4μg /mL士的宁对照品溶

液和 4. 48μg /mL马钱子碱对照品溶液 20μL进

样 ,测定峰面积 ,重复测定 6次 ,士的宁的 RSD为

1. 3% ,马钱子碱的 RSD为 1. 4% 。

2. 7　重现性试验:取批号为 20020601的供试品制

备供试液 ,按上述色谱条件平行测定 6份 ,计算得士

的宁平均含量为 0. 331 4 mg /片 , RSD为 2. 1% ,马

钱子碱平均含量为 0. 184 2 mg /片 , RSD为 2. 3% 。

2. 8　稳定性试验:取 2. 7项下制备的供试液在配制

后 0. 5, 2, 4, 6 h进样 ,测定峰面积 ,计算得供试品中

士的宁峰面积的 RSD为 1. 4% ,马钱子碱峰面积的

RSD为 1. 2%。

2. 9　回收率试验: 取已知含量的供试品 (批号

20020601) ,分别加入士的宁对照品溶液 ( 0. 52 mg /

mL) 0. 16, 0. 16, 0. 32, 0. 32, 0. 50, 0. 50 mL和马钱

子碱对照品溶液 ( 0. 14 mg /mL) 0. 20, 0. 20, 0. 50,

0. 50, 0. 80, 0. 80 mL,按含量测定方法进行制备、测

定 ,士的宁的平均回收率为 95. 1% , RSD为 1. 6% ;

马钱子碱的平均回收率为 95. 6% , RSD为 2. 4% 。

2. 10　供试品测定:分别精密吸取对照品溶液和供

试品溶液 20μL进样 ,按上述色谱条件测定峰面积 ,

计算制剂中士的宁和马钱子碱含量 ,测定结果见表 1。
表 1　风湿关节炎片中士的宁和马钱子

碱的含量测定结果 ( n= 3)

Table 1　 Contents of strychnine and brucine in Fengshi

Guanj ieyan Tablets (n= 3)

批　号 士的宁 / ( mg· 片 - 1) 马钱子碱 / (mg· 片 - 1 )

20020601 0. 336 8 0. 186 3

20020701 0. 344 8 0. 186 5

20020702 0. 346 9 0. 190 0

3　讨论

3. 1　采用 HPLC法同时测定马钱子及其制剂中的

士的宁和马钱子碱含量的报道有以硅胶柱为固定相

的正相色谱法 [ 1, 2] ,但多为 ODS柱的反相色谱

法
[3～ 5 ]
。实验曾以 0. 01 mol /L磷酸二氢钾 -甲醇 -乙

腈 ( 75∶ 10∶ 15, H3 PO4调 pH 2. 5)为流动相 ,虽然

使本制剂中士的宁、马钱子碱与其他组份完全分离 ,

但使用期间色谱柱柱效降低。 最终选择的流动相未

使用磷酸盐和价格较高的乙腈 ,经测定其 pH值为

3. 0,有利于延长柱寿命。

3. 2　对比碱性氯仿提取和浓氨水湿润后氯仿提取

两种方法 ,片粉在前者中不成团、分散性好 ,提取效

率显著提高。
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荷叶中荷叶碱提取工艺的研究

赵　骏 ,王洪章 ,齐喜红 ,高敏燕 ,高　钊
 

(天津中医学院 ,天津　 300193)

　　荷叶为 睡莲科植物 莲 Nelumbo nuci fera

Gaertn. 的干燥叶 ,具有清热利湿 ,升发清阳 ,降脂

减肥、止血散瘀等作用。 《本草纲目》载: “荷叶服之 ,

令人瘦劣 ,单服可以消阳水浮肿之气。”今用荷叶配

方生产降脂减肥茶者颇多。据报道 ,将荷叶用乙醇回

流提取后制成浸膏片具有良好的调血脂作用。 国外

尤其是日本关于荷叶化学成分的研究报道较多 ,主

要是生物碱类、黄酮类、鞣质类成分。 我国的荷叶资

源丰富 ,价廉易得 ,为可开发的天然药用植物资源。

本实验以荷叶生物碱为指标 ,利用不同的溶媒采用

加热回流法和超声提取 ,大孔吸附树脂纯化来优化

提取工艺。

1　仪器、试剂和材料

　　 DU— 530紫外可见分光光度计 (美国 Beck-

man公司 ) ,电子天平 (上海天平仪器厂 )。试剂均为

分析纯。荷叶购于天津中医学院门诊部 ,经本院药用

植物教研室鉴定为睡莲科植物莲 N . nuci fera

Gaertn. 的干燥叶片。荷叶碱对照品 (山东医学科学

院药物研究所提供 )。

2　实验方法

2. 1　提取荷叶中总生物碱的正交设计:对不同溶媒

加热回流和不同提取方法的影响因素及水平见表

1, 2。

2. 2　荷叶总生物碱的提取与纯化: 称取荷叶 100

g ,加入表 1中的溶剂 2 000m L浸泡 ,按表 2方法提

取。滤过 ,合并滤液 ,回收溶剂至 100 mL,有机溶剂

提取液拌入适当的树脂 ,挥去乙醇 ,再将拌有样品的

树脂加到预先填好的大孔吸附树脂柱 (药材与树脂

的比例为 1∶ 2～ 1∶ 3)上 ;酸水提取液经 0. 5% 氢

氧化钠溶液调 pH 9～ 11,直接上柱。先水洗去杂质 ,

再用乙醇 -水洗脱 ,减压回收乙醇 ,挥干得总生物碱。
表 1　不同溶媒加热回流提取因素水平表

Table 1　 Factors and levels by heating and

ref luxing with dif ferent resolvers

水平
因　　素

A溶剂 B回流时间 /h C提取次数

1 95% 乙醇 1. 5 1

2 甲醇 2. 0 2

3 0. 5盐酸 2. 5 3

表 2　不同提取方法因素水平表

Table 2　 Factors and levels by diff erent

extracting methods

水平
因　　素

A溶剂 B提取方法 C提取时间 /h

1 0. 5% 盐酸 超声 1. 5

2 0. 5% 醋酸 回流 2. 0

2. 3　对照品溶液的配制:精密称取减压干燥至恒重

的荷叶碱对照品 4. 5 mg ,氯仿定容至 10 mL。精密

吸取 4 mL,加入 20 mL氯仿及 4 mL溴甲酚绿缓

冲液于分液漏斗中萃取 ,取 20 mL氯仿层于试管

中 ,加 0. 01 mo l /L氢氧化钾溶液、无水乙醇各 5

mL摇匀 ,精密吸取上层溶液 6 mL于 10 mL量瓶

中定容 ,即得。

2. 4　标准曲线的制备:分别精密吸取荷叶碱对照品

溶液 0. 1, 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2. 0, 2. 5, 5. 0 mL置于干燥

具塞试管中 ,加氢氧化钾溶液及无水乙醇的混合液

至 5 mL,摇匀。以氢氧化钾溶液和无水乙醇的混合
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