
出量。结果见表 2, 方差分析见表 3, 4。

表 2　L9( 34)试验设计及结果

Table 2　Design and result of L9 ( 34) orthogonal test

列号 A B C
D(空

白)

固形物

得率/ %

延胡素乙素

浸出量/ mg

1 1 1 1 1 10. 56 16. 93

2 1 2 2 2 15. 32 17. 23

3 1 3 3 3 15. 41 18. 55

4 2 1 2 3 10. 01 24. 98

5 2 2 3 1 12. 63 25. 90

6 2 3 1 2 13. 53 26. 68

7 3 1 3 2 9. 11 23. 60

8 3 2 1 3 11. 55 23. 30

9 3 3 2 1 11. 57 23. 95

固体物得率Ⅰ 41. 29 29. 68 35. 64 34. 76

　　　　　Ⅱ 36. 17 39. 50 36. 90 37. 96

　　　　　Ⅲ 32. 23 40. 51 37. 15 36. 97

R 9. 06 10. 83 1. 51 3. 20

SS j 9. 12 13. 03 0. 25 1. 14

延胡索乙素

　浸出量Ⅰ 52. 71 65. 51 66. 91 66. 78

　　　　Ⅱ 77. 56 66. 43 66. 16 67. 51

　　　　Ⅲ 70. 85 69. 18 68. 05 66. 83

　　　　R 24. 85 3. 67 1. 89 0. 73

　　　　SS j 68. 61 1. 50 0. 40 0. 06

表 3　固形物得率方差分析

Table 3　Variance analysis of solid extracting

方差来源 离差平方和 自由度 方差 F值 显著性

A 13. 76 2 6. 88 12. 29 P < 0. 05

B 23. 86 2 11. 93 21. 30 P < 0. 01

误差( C+ D) 2. 23 4 0. 56

　　F0. 05( 2, 4) = 6. 94　F0. 01( 2, 4) = 18. 00

表 4　延胡索乙素浸出量方差分析

Table 4　Variance analysis of tetrahydropalmatine extract

方差来源 离差平方和 自由度 方差 F值 显著性

A 110. 18 2 55. 09 918. 17 P < 0. 01

B 　2. 43 2 1. 22 20. 33

C 　0. 61 2 0. 31 　5. 17 P < 0. 05

误差( D) 　0. 11 2 0. 06

　　F0. 05( 2, 2) = 19. 00　F0. 01( 2, 2) = 99. 00

　　以固形物得率为评价指标,乙醇体积分数对其

有显著性影响, 加醇量对其有极显著性的影响,最佳

提取工艺为 A 1B3C1 ; 以延胡索乙素总量为评价指

标,乙醇体积分数对其具有极显著的影响,加醇量对

其有显著性的影响, 最佳提取工艺为 A 2B3C1。提取

固体物的多少与有效成分的浸出并不一定完全呈正

比关系, 相反, 乙醇体积分数愈小,水溶性杂质成分

溶出会更多。70%乙醇提取时延胡索乙素量明显大

于 60%乙醇提取的延胡索乙素量, 而且统计学上差

异具有显著性( P< 0. 01) ,这也说明 70%乙醇更利

于延胡索中醇溶性成分的浸出,因此A 2B3C1醇提工

艺条件应该更具有合理性,故选用 A 2B3C1方案对延

胡索进行提取。

2. 4　验证试验:取延胡索粗粉适量, 按照最佳工艺

条件 A 2B3C1 进 行试 验, 结 果固 形物 得率 为

12. 65%, 延胡索乙素浸出量达 26. 68 mg ,与正交试

验中结果一致。

3　讨论

　　由方差分析结果可知,乙醇体积分数、加醇量对

固形物得率和延胡索乙素得率均有显著影响, 而提

取时间仅有一定影响。

　　在最优工艺条件下延胡索乙素的转移率达

88. 7%,提取已比较完全,且验证试验结果表明该工

艺稳定可行,适合大于生产。
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HPLC法测定参葛颗粒中葛根素的含量
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　　参葛颗粒是由人参、葛根、麦冬、茯苓、黄芪、生

地等 10味中药加工而成的中药制剂, 具有生津止

渴、清热除烦、养阴滋肾、益气和中之功效。为了有效

控制该制剂的质量, 本实验对其君药葛根中的有效
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成分葛根素进行了含量测定研究。本方法简便、快速、

结果准确,为该制剂的质量控制提供了实验依据。

1　仪器与试药

高效液相色谱仪:江申 LC—10系列,江申通用

汉字色谱工作站, 美国 Rheodune 7725i进样阀( 20

L)。

葛根素对照品(批号: 0752-9907, 供含量测定

用, 中国药品生物制品检定所) ; 甲醇(分析纯) ; 水

(亚沸水) ;参葛颗粒(自制)。

2　方法与结果

2. 1　对照品溶液的制备:精密称取葛根素对照品适

量,加 25%甲醇制成 50 g/ mL 溶液, 即得。

2. 2　供试品溶液的制备: 精密称取研细的本品粉末

0. 45 g, 置 100 mL 具塞烧瓶中,精密加入 25%甲醇

50 mL, 称定质量, 加热回流 30 m in, 放冷, 再称定质

量, 用 25%甲醇补足减失的质量, 摇匀, 静置, 取上清

液适量。用微孔滤膜( 0. 45 m )滤过, 取滤液,即得。

2. 3　阴性样品溶液的制备: 按样品处方称取除葛根外

的中药材适量, 按供试品提取制备方法制备, 即得。

2. 4　色谱条件[ 1, 2] : Hypersil C18色谱柱( 250 mm×

4. 6 mm , 5 m ) ;流动相: 甲醇-水( 25∶75) ;检测波

长: 250 nm ;柱温:室温; 体积流量: 1. 4 mL/ m in。在

上述色谱条件下, 对照品、阴性样品及供试品色谱见

图 1。可见, 阴性样品在葛根素峰位置处无假性峰,

表明参葛颗粒中其他成分对葛根素的测定无干扰。

此条件下葛根素与其他组份均能达到基线分离。

* -葛根素

* -puer arin

图 1　葛根素对照品(A)、参葛颗粒( B)

及阴性样品(C)的 HPLC图谱

Fig. 1　HPLC chromatograms of puerarin (A) , Shenge

Granule (B) , and blank (C)

2. 5　线性关系的考察:精密称取葛根素对照品制成

质量浓度为 100 g/ mL 的溶液。各取适量分别稀释

成 10、20、30、40、50 g / mL 的溶液, 按上述色谱条件

各取 20 L 进样,测定峰面积。以峰面积 A 为横坐

标,进样量 X 为纵坐标, 得回归方程: X = 1. 976×

10- 7
A - 1. 272×10- 2 , r= 1. 000 0。结果表明葛根

素在 0. 2～2. 0 g 与峰面积呈良好的线性关系。

2. 6　精密度试验:精密吸取葛根素对照品溶液 20

L, 在上述色谱条件下重复进样 6 次, 分别测定峰

面积值,其 RSD= 0. 16%。

2. 7　稳定性试验:精密吸取供试品溶液 20 L, 按

上述色谱条件, 在 0、1、2、3 h 分别进样,测定峰面积

值, 结果 3 h 内数据稳定, 葛根素峰面积 RSD =

0. 21%。

2. 8　重现性试验:取同一批号样品, 平行制备 5份

供试品溶液,分别进样, 测定峰面积值, 结果葛根素

峰面积RSD= 0. 28%。

2. 9　回收率试验:采取加样回收法。精密称取批号

为000814的样品 5份适量(含葛根素约 1. 5 mg ) ,

分别加入葛根素对照品溶液适量(含葛根素约 1. 5

mg) ,混匀,制备供试品溶液, 分别进样,测定峰面积

值, 计算, 结果平均回收率为 99. 36%, RSD 为

2. 22% ( n= 5)。

2. 10　样品的测定: 取 10 个批号的样品,制成供试

品溶液, 分别精密吸取对照品溶液与供试品溶液各

20 L, 注入液相色谱仪,测定峰面积,计算含量, 结

果见表 1。
表 1　参葛颗粒中葛根素的含量 ( n= 2)

Table 1　Puerarin in Shenge Granule ( n= 2)

批　号 葛根素/ ( mg·g- 1) 批　号 葛根素/ ( mg·g- 1)

000731 6. 84 000912 5. 72

000814 6. 39 000916 5. 21

000828 6. 40 000920 5. 61

000904 5. 83 000922 5. 84

000908 5. 57 000925 5. 81

3　讨论

3. 1　流动相的选择:试验中曾以甲醇-水( 30∶70)、

甲醇-水( 21∶79)不同流动相试验,但制剂中葛根素

峰分离状态不佳或保留时间过长。本法采用甲醇-水

( 25∶75)为流动相, 处方中各成分可有效地分离, 且

其他组份对葛根素含量测定无干扰。

3. 2　供试品提取方法的选择: 用 50%乙醇、30%乙

醇、25%甲醇为溶剂提取样品, 结果显示以 25%甲

醇提取,峰形最优,且提取完全。经比较超声提取、热

浸回流和不同的回流时间试验,结果以热浸回流 30

m in最佳。

3. 3　方法学考察结果显示,本试验所建立的方法准

确可靠,可作为该制剂中葛根素的含量测定方法。
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