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表3荆芥炭炮制正交试验设计结果

Table 3 Results of orthogonal test on HSC processesing

方差来源离差平方和自由度 方差 F值 显著性

Fo 05(2，4)一6．94 Fo．01(2，4)=18．00

是外观描述等指标。故导致目前炮制工艺各地各法

及质量标准差异较大的现状。因此急需通过实验，逐

步统一规范。本实验通过药理筛选及含量测定相结

合的方法提出了荆芥炭炮制的最佳工艺，所提供的

实验方法可靠，测定结果能反映客观实际，是对实现

荆芥炭炮制条件统一和规范的可贵探索，也为荆芥

炭饮片的质量控制做了初步探索。

3．2荆芥炭中总黄酮的提取方式有：冷浸、超声提

取、索氏提取等，通过实验比较索氏提取法提取最

完全。

3．3重复最佳工艺，得到样品中总黄酮平均质量分

数为20．20 mg／g(，z一3)，可知最佳工艺选择合理。
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高效液相色谱法一蒸发光散射检测器和二级管阵列检测器测定

红车轴草提取物中鹰嘴豆芽素A和芒柄花素的含量

马 强1，周玉新2，雷海民3，王长海1

(1．大连理工大学环境与生命学院生物科学与工程系，辽宁大连 116024；2．北京美德森医药技术开发有限公司，
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摘 要：目的建立以蒸发光散射检测器(ELSD)和二极管阵列检测器(DAD)测定红车轴草提取物中鹰嘴豆芽素

A和芒柄花素的高效液相色谱分析方法。方法色谱柱：Kromasil C。s柱(250 mm×4．6 mm，5“m)；流动相：乙腈一

水梯度洗脱；检测波长：254 nm；柱温：25℃；体积流量：1．0 mL／min；检测器：Agilent 1100二极管阵列检测器，

SEDEX 55型蒸发光散射检测器。结果 鹰嘴豆芽素A和芒柄花素分别在1．275～3．315肛g和0．965～2．509 btg

与峰面积线性关系良好。鹰嘴豆芽素A和芒柄花素在以ELSD检测时的加样回收率分别为99．54％、100．84％，

RSD分别为2．03％、2．15％，在以DAD检测时的加样回收率分别为101．26％、101．59％，RSD分别为1．84％、

1．91％。结论本方法准确、快速、重现性好
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红车轴革Trifolium pratense L．系豆科车轴草

属多年生草本植物，又名红三叶、红菽草、红荷兰翘

摇、红花苜蓿、金雀菜、三叶草，原产亚洲西部，现广

泛分布于世界各地，我国各地均有栽培或野生。红车

轴草中主要含有鹰嘴豆芽素A、芒柄花素等异黄酮

类成分，具有抗肿瘤，治疗胃癌、肠癌、乳腺癌等功

效，此外还有治疗骨质疏松、改善妇女更年期症状等

用途，因而备受关注[1]。二极管阵列检测器(DAD)

是测定异黄酮类成分含量的常用检测器[2]，而蒸发

光散射检测器(ELSD)作为一种新型的通用型质量

检测器，已经被广泛应用于医药、化工、食品等众多

领域[3~5]。本实验建立了以ELSD和DAD同时检测

红车轴草提取物中鹰嘴豆芽素A和芒柄花素含量

的高效液相色谱法。

1仪器与试剂

Agilent 1100高效液相色谱仪(在线脱气机、四

元泵、自动进样器、柱温箱、二极管阵列检测器)；

Agilent Chem Station色谱数据工作站；法国

SEDEX 55型蒸发光散射检测器(ELSD)；

Millipore—Q超纯水制备仪。

鹰嘴豆芽素A对照品购自Sigma公司，纯度为

98％，芒柄花素对照品购自Acros公司，纯度为

99％；乙腈为色谱纯，其他试剂均为分析纯。红车轴

草提取物由武汉联谊科技发展有限公司提供。

2方法与结果

2．1色谱条件：色谱柱：Kromasil C18柱(250 mm×

4．6 mm，5 um)；流动相：乙腈一水梯度洗脱，25 min

内乙腈由20％增加到80％；检测波长：254 nm；体积

流量：1．0 mL／min；柱温：25 cC；进样量：10肚L；

ELSD漂移管温度：40℃；载气压力：0．20 MPa。

2．2对照品溶液的制备：分别精密称取鹰嘴豆芽素

A和芒柄花素对照品适量，加甲醇制成0．255 mg／

mL的鹰嘴豆芽素A对照品溶液和0．193 mg／mL

的芒柄花素对照品溶液。

2．3供试品溶液的制备：精密称取红车轴草提取物

9．65 mg，置10 mL量瓶中，加甲醇至刻度，超声振

荡20 rain，0．45 ttm滤膜滤过，取续滤液，即得。

2．4标准曲线的绘制

2．4．1 DAD检测时标准曲线的绘制：精密吸取鹰

嘴豆芽素A对照品溶液3．0、5．0、7．0、9．0、11．0

ttL，注入液相色谱仪。以峰面积为纵坐标(y)，进样

量为横坐标(X)，绘制标准曲线，结果鹰嘴豆芽素A

在1．275～3．315 pg与峰面积的线性关系良好。所

得标准曲线方程为Y一7．715×103 X+306，r一

0．999 9。精密吸取芒柄花素对照品溶液3．0、5．0、

7．0、9．0、11．0肚L，注入液相色谱仪。以峰面积为纵

坐标(y)，进样量为横坐标(x)，绘制标准曲线，结果

芒柄花素在0．965～2．509弘g与峰面积对数的线性

关系良好。所得标准曲线方程为y一6．506×103X+

90．948，r一0．999 9。

2．4．2 ELSD检测时标准曲线的绘制：精密吸取鹰

嘴豆芽素A对照品溶液3．0、5．0、7．0、9．0、11．0

弘L，注入液相色谱仪。以峰面积的对数为纵坐标

(y)，进样量的对数为横坐标(x)，绘制标准曲线，结

果鹰嘴豆芽素A在1．275～3．315 btg与峰面积对数

的线性关系良好。所得标准曲线方程为Y一1．648

x+2．156，r一0．997 4。精密吸取芒柄花素对照品

溶液3．0、5．0、7．0、9．0、11．0 pL，注入液相色谱仪。

以峰面积的对数为纵坐标(y)，进样量的对数为横

坐标(x)，绘制标准曲线，结果芒柄花素在0．965

2．509 P-g与峰面积对数的线性关系良好。所得标准

曲线方程为y一1．595 X+2．152，r一0．999 8。

2．5 精密度试验：精密吸取同一对照品溶液10

pL，连续进样6次，测定峰面积，结果ELSD检测鹰

嘴豆芽素A和芒柄花素峰面积的RSD分别为

1．17％和1．22％；DAD检测鹰嘴豆芽素A和芒柄

花素峰面积的RSD分别为0．84％和0．96％。

2．6重现性试验：精密称取同批样品6份，按供试

品溶液制备项下方法平行制备，按上述色谱条件测

定，结果ELSD检测鹰嘴豆芽素A和芒柄花素质量

分数的RSD分别为1．34％和1．42％；DAD检测鹰

嘴豆芽素A和芒柄花素质量分数的RSD分别为

1．13％和1．07％。

2．7稳定性试验：取供试品溶液分别放置0、1、2、

4、6、8 h，各精密进样10肛L，测定峰面积。结果

ELSD检测鹰嘴豆芽素A和芒柄花素峰面积的

RSD分别为1．47％和1．62％；DAD检测鹰嘴豆芽

素A和芒柄花素峰面积的RSD分别为1．26％和

1．35％。

2．8 回收率试验：采用加样回收法。精密称取已知

含量的红车轴草提取物(批号1)10．23 mg分别精

密加入0．307 mg／mL鹰嘴豆芽素A对照品溶液

3．0 mL和0．414 mg／mL芒柄花素对照品溶液3．0

mL，按供试品溶液制备方法操作，并按上述色谱条
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件测定，结果ELSD检测鹰嘴豆芽素A的平均回收

率为99．54％，RSD为2．03％(咒一6)；芒柄花素的

平均回收率为100．84％，RSD为2．15％(规一6)；

DAD检测鹰嘴豆芽素A的平均回收率为

101．26％，RSD为1．84％(以一6)；芒柄花素的平均

回收率为101．59％，RSD为1．91％(，z一6)。

2．9样品的测定：取不同批号样品，制备供试品溶

液，按上述色谱条件，外标法测定样品，结果见表1，

色谱图见图1。

表1红车轴草提取物中鹰嘴豆芽素A和

芒柄花素的测定结果(一一3)

Table】Determination of biochanin A and formononetin

in T．pratense extract(肛一3)

ELSD
C 2

I
． 1 l

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

时间t／min

1一鹰嘴豆芽素A 2一芒柄花素

1-bioehanin A 2一formononetin

图1 鹰嘴豆芽素A对照品(A)、芒柄花素对照品(B)

和红车轴草提取物(c、D)的HPLC图谱

Fig．1 HPLC chromatograms of biochanin A reference

substance(A)。formononetin reference substance

(B)，and T．pratense extracts(C and D)

3讨论

3．1 ELSD和DAD检测的比较：ELSD和DAD作

为不同类型的检测器，其适用范围不尽相同。DAD

是一种常用的紫外检测器，其检测成分应具有紫外

吸收；ELSD作为一种通用型质量检测器，可用于检

测不存在紫外吸收或仅在紫外末端具有吸收的样

品，在某种程度上弥补了传统的紫外检测器在这方

面的不足。此外，ELSD可以很好地支持梯度洗脱，

消除流动相配比变化对基线产生的影响。应用

ELSD和DAD同时检测，不仅能够获取更准确的定

量结果，而且可以获得更广泛的物质信息。

3．2 ELSD不同回归模型的比较：许多实验表明，

ELSD的响应值与被测物质量的关系曲线比较复

杂[6]，本实验分别运用线性模型、对数模型、二次曲

线模型和混合模型对二者的关系进行了研究，结果

见表2，可见混合模型为最优回归模型。

表2 ELSD不同回归模型的比较

Table 2 Comparison of various regression models of ELSD

3．3检测波长的选择：经紫外扫描，鹰嘴豆芽素A

和芒柄花素对照品在190～600 nm波长内，最大吸

收波长分别为260和248 nm。本实验选择254 nm

作为检测波长。

3．4流动相的选择：在上述色谱条件下，本实验分

别选择了不同比例的甲醇一水、乙腈一水和多种梯度

条件进行试验。结果证明，流动相选择乙腈一水进行

梯度洗脱，25 min内待分析物质成分得到了较好的

分离，且满足定量要求。采用ELSD检测，流动相浓

度的变化不会引起基线的明显漂移，因此适宜以梯

度洗脱加以测定。

3．5换算因子的确定：鹰嘴豆芽素A和芒柄花素

的质量分数与峰面积间存在如下换算关系：CB=

AB／AF×CF×0．8(DAD检测)，lgCB一(19AB)／

(19AF)×lgCF×1．0(ELSD检测)，式中CB为鹰嘴

豆芽素A的质量分数；C，为芒柄花素的质量分数，

A。为鹰嘴豆芽素A的峰面积，Ar为芒柄花素的峰

面积。
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HPLC法测定三九胃泰颗粒中九里香酮的含量

颜杰1，裴建梅2

(1．深圳三九医药股份有限公司，广东深圳 518029；2．广东中南药业有限公司，广东深圳 518020)

三九胃泰颗粒主要用于上腹隐痛、饱胀、反酸、

恶心、呕吐、纳减、心口嘈杂等胃病。“三九”的名字就

取源于其中的两味主药：三叉苦、九里香。处方中的

九里香具有理气止痛、温中助阳的作用[1]。现代药理

研究证明九里香具有抗菌、消炎、解痉、局麻及增强

免疫等功能[z]。但三九胃泰颗粒标准中没有含量测

定项，亦没有九里香的鉴别，因此有必要建立方法对

其进行控制。本实验以九里香中的九里香酮为指标，

采用HPLC法进行测定，方法准确可靠、简便迅速，

效果较好。

1仪器与试药

岛津LC一10A高效液相色谱仪、二极管阵列

检测器；九里香酮对照品(中国药品生物制品检定

所，批号：200101)；三九胃泰颗粒(规格：20 g／袋，三

九医药股分有限公司)；甲醇(色谱纯，中国医学科学

院天津协和医学科技公司)；水为重蒸馏水。

2方法与结果

2．1检测波长的选择：三维图谱上查看九里香酮对

照品的紫外吸收，在210、242、266、337 nm有最大

吸收。本实验选择受流动相紫外吸收干扰小、吸收峰

不尖锐的337 nm作为检测波长。

2．2 色谱条件：色谱柱：ODS柱(150 mm×4．6

ITlm，5 ttrn)；流动相：甲醇一水(55：45)；体积流量：

1．0 mL／min；检测波长：337 nm；柱温：30℃；进样

量：20弘L。色谱图见图1。

2．3 对照品溶液的制备：精密称取105℃干燥至恒

重的九里香酮对照品约10 mg，置100 mL量瓶中，加

入适量甲醇，振荡溶解，再加甲醇至刻度，摇匀，备用。

2．4供试品溶液的制备：精密称取三九胃泰颗粒

0 4 8 12 16 20 24 O 4 8 12 16 20 24

时间t／min

*一九里香酮

*一murrayone

图1 三九胃泰颗粒(A)和九里香酮

对照品(B)的HPLC图谱

Fig．1 HPLC chromatograms of Sanjiu Weitai Granule

(A)and murrayone reference substance(B)

10 g，置具塞锥形瓶中，精密加甲醇100 mL，称定质

量，超声处理40 min，放冷，加甲醇补足损失质量，

滤过。精取续滤液50 mL置蒸发皿中，水浴蒸至近

干，残渣用甲醇溶解，移入10 mL量瓶，加甲醇稀释

至刻度，摇匀，作为供试品溶液。

2．5工作曲线的制备：精密量取九里香酮对照品储

备液0．5、1、2、3、5 mL分别置于10 mL量瓶中，用

甲醇稀释至刻度，摇匀，依前述色谱条件进行测定。

以峰面积(y)对进样量(X)进行线性回归，得回归方

程：y一1 166 624 X+95 781，r一0．999 7。结果表

明九里香酮在0．1～1．0 P-g与峰面积线性良好。

2．6精密度试验：取批号为0406112的样品制备供

试品溶液，依前述色谱条件连续进样5次，测定九里

香酮峰面积，计算得其RSD为0．12 0A。

2．7重现性试验：取批号为0406112的样品，平行

取样5份，分别制备供试品溶液，进样测定，计算得

样品中九里香酮的平均质量分数为0．048 3 mg／g，
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