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HPLC法测定癃闭舒片中补骨脂素和异补骨脂素 
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摘  要：目的  建立癃闭舒片中补骨脂素和异补骨脂素的定量方法。方法  对国内 3个企业生产的 6个批次的癃闭舒片，采

用 HPLC法检测，Agilent TC-C18（2）色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相是甲醇-水（4357׃），体积流量 1.0 mL/min，
检测波长为 246 nm，柱温 30℃。结果  补骨脂素回归方程为：Y＝84.44X+9.994，r＝0.999 9（n＝12）。异补骨脂素回归方

程为：Y＝82.434X+8.8952，r＝0.999 9（n＝12）。补骨脂素和异补骨脂素的线性范围均在 4.04～151.5 μg。结论  本方法操

作简便、准确、专属性强、稳定，可用于癃闭舒片中补骨脂素和异补骨脂素的含量测定。 
关键词：高效液相法；癃闭舒片；补骨脂素；异补骨脂素；含量测定 
中图分类号：R917      文献标志码：A      文章编号：1674 - 6376 (2016) 01 - 0097 - 04 
DOI: 10.7501/j.issn.1674-6376.2016.01.018 

Determination of psoralen and isopsoralen in Longbishu Pills by HPLC 
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Abstract: Objective  To establish a method for the content determination of psoralen and isopsoralen in Longbishu Pills (LBSP). 
Methods  HPLC was performed on the Agilent TC-C18(2) column (250 mm×4.6 mm, 5 μm) with the mobile phase of MeOH-H2O 
(43:57), the flow rate was 0.8 mL/min, the detection wavelength 246 nm, and the column temperature was 30℃. Results  The 
element regression equation of psoralen was Y＝84.44X + 9.994, r＝0.999 9 (n＝12). The element regression equation of isopsoralen 
was Y＝82.434X+8.895 2, r＝0.999 9 (n＝12). The concentrations of psoralen and isopsoralen were within the range of 4.04—151.5 
μg. Conclusion  The method is simple, reliable, and specific, with good reproducibility, and could be used to determine the content 
of psoralen and isopsoralen in Longbishu Pills. 
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癃闭舒片由补骨脂、益母草、金钱草、海金沙、

琥珀和山慈菇 6味中药组成。具有温肾化气、清热

通淋、活血化瘀、散结止痛的功效。临床上用于治

疗肾气不足、湿热瘀阻之癃闭所致尿频、尿急、尿

赤、尿痛、尿细如线，小腹拘急疼痛，腰膝酸软等

症；前列腺增生有以上症候者也可应用。补骨脂为

该方的君药，主要功效成分为补骨脂素（psoralen）
和异补骨脂素（isopsoralen）[1]。 

目前，国内有 8个企业生产癃闭舒片，执行不

同的药品标准，均为国家食品药品监督管理局标准

（试行）。各药品标准中均包括补骨脂的含量测定项，

但提取方法、色谱条件及含量限度均有差异。现通

过对 3个企业所生产的癃闭舒片中补骨脂的含量测

定项的系统考察，制定一个简单、可靠、通用的测

定方法。 
1  仪器与材料 

Agilent 1100高效液相色谱仪，Agilent DAD检

测器。电子天平 Sartorius BP211D②，BP211S。超 
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声仪为昆山禾创超声仪器有限公司（40 kHz，500 
W）。甲醇为色谱纯；其他试剂均为分析纯；水为超

纯水。补骨脂素对照品（批号 110739-200814，质

量分数 100%）、异补骨脂素对照品（批号

110738-200511，质量分数以 100%计）购自中国食

品药品检定研究院。癃闭舒片为市售，分别来源于

通宝制药公司（批号 101101）、晨牌药业有限公司

（批号 100301、100302、100303）、李之堂药业有限

公司（批号 100808）。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

色谱柱为 Agilent TC-C18(2)（250 mm×4.6 mm，
5 μm；流动相为甲醇-水（4357׃）；体积流量为 1.0 
mL/min；检测波长为 246 nm。 
2.2  对照品、供试品和阴性对照样品的配制 

对照品溶液的配制  取补骨脂素对照品和异补

骨脂素对照品各 10.10 mg，精密称定，分别置 100 
mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，各精密移

取 5 mL分别置 50 mL量瓶中，甲醇稀释至刻度，

各移取 5 mL至 10 mL量瓶中，甲醇稀释至刻度，

作为对照品溶液。

供试品溶液的配制  取本品 10 片，除去薄膜

衣，精密称定，研细，取约 0.50 g，精密称定，置

50 mL量瓶中，加甲醇适量，超声处理 60 min，放

冷，加甲醇至刻度，摇匀，滤过，弃去初滤液，取

续滤液，作为供试品溶液。

阴性对照样品溶液的配制  取益母草 4.80 g，
金钱草 3.00 g，海金沙 3.00 g，山慈菇 2.40 g，加水

煎煮 2次，每次 100 mL，滤过，合并滤液，减压浓

缩至稠膏，真空干燥，粉碎成细粉，加入琥珀细粉

0.30 g，混匀。取上述细粉 1.00 g，置 50 mL量瓶中，

加甲醇适量，超声处理 60 min，放冷，加甲醇至刻

度，摇匀，滤过，弃去初滤液，取续滤液，作为阴

性对照样品溶液。

2.3  试验条件的选择 
2.3.1  检测波长  补骨脂素和异补骨脂素的紫外最

大吸收波长为 246 nm，参考《中国药典》2010 年

版补骨脂的标准，选用 246 nm为检测波长。 
2.3.2  提取溶剂、提取方法及提取时间的选择  考
察甲醇和水饱和正丁醇作为提取溶剂，测定结果（表

1）差异不大，选择甲醇作为提取溶剂。 
以甲醇为溶剂，考察了 25 mL和 50 mL两种溶

剂体积，超声 15、30、45、60 min及超声 60 min

放置过夜，以及索氏提取 2 h，结果见表 2。根据以

下测定结果，选择 50 mL甲醇超声 60 min为宜。 

表 1  不同溶剂提取后测定结果 
Table 1  Determination results after extraction with 

different solvents 

提取溶媒 补骨脂素/(mg·片−1) 异补骨脂素/(mg·片−1) 
甲醇 0.31 0.25 
水饱和正丁醇 0.28 0.23 

表 2  不同提取方法测定结果 
Table 2  Determination results with different extraction 

methods 

提取方法 补骨脂素/(mg·片−1) 异补骨脂素/(mg·片−1) 
超声 15 min 1.01 0.62 
超声 30 min 1.10 0.67 
超声 45 min 1.12 0.69 
超声 60 min 1.18 0.72 
超声 60 min放置过夜 1.18 0.69 
索氏提取 2 h 1.23 0.75 
25 mL甲醇超声60 min 1.17 0.70 
50 mL甲醇超声60 min 1.20 0.73 

2.4  专属性试验 
按“2.1”项下色谱条件进样对照品、供试品及

补骨脂阴性对照样品，结果阴性对照样品在与补骨

脂素和异补骨脂素相同保留时间处，未见色谱峰，

故认为阴性对照无干扰。且癃闭舒片样品与对照品

在相同位置出峰，补骨脂素和异补骨脂素与其他色

谱峰分离良好，无干扰。见图 1。 
2.5  线性关系考察  

分别精密量取质量浓度为 0.101 0 mg/mL的对

照品溶液 6、8、10、15 μL，以及质量浓度为 50.50 
μg/mL及 10.10 μg/mL的对照品溶液 4、6、8、10 μL，
注入高效液相色谱仪，按上述色谱条件测定峰面积，

以峰面积积分值为纵坐标，质量分数为横坐标，绘

制 标准 曲线。 补骨脂素 回归 方程为 ： Y＝
84.44X+9.994，r＝0.999 9（n＝12）；异补骨脂素回

归方程为：Y＝82.434X+8.895 2，r＝0.999 9（n＝12）。
表明补骨脂素和异补骨脂素均在 4.04～151.5 μg呈
良好的线性关系。

2.6  精密度试验 
精密吸取同一供试品溶液（批号 100303），连

续测定 6次，结果补骨脂素和异补骨脂素峰面积的

RSD值分别为 0.91%、1.26%。 
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1-补骨脂素；2-异补骨脂素 
1- psoralen; 2-isopsoralen 

图 1  阴性对照（A）、补骨脂素和异补骨脂素对照品（B）、
癃闭舒片供试品（C）HPLC色谱图 

Fig. 1  HPLC of psoralen negative control (A), psoralen 
and isopsoralen references (B), and sample of 
Longbishu Pills (C) 

2.7  稳定性试验 
精密吸取同一供试品溶液（批号 100303），分

别于配制后 0、2、4、8、16、24 h，依法测定，结

果补骨脂素的 RSD 为 0.64%，异补骨脂素的 RSD
为 0.71%。表明供试品溶液在 24 h内基本稳定。 
2.8  重复性试验 

取同一批样品（批号 100303），平行制备 6份，

进样测定，结果补骨脂素的平均质量分数为 1.156 3 
mg/片，RSD 为 0.54％，异补骨脂素的平均质量分

数为 0.753 7 mg/片，RSD为 1.18％，表明供试品溶

液的重复性良好。

2.9  回收率试验 
精密称取已测定的同一批样品（含补骨脂素

4.010 mg/g，异补骨脂素 2.6045 mg/g）0.25 g，精密

加入补骨脂素对照品溶液（含补骨脂素 101.0 
μg/mL）7 mL、异补骨脂素对照品溶液（含异补骨

脂素 101.0 μg/mL）5 mL，平行制备 6份，依法测

定，结果补骨脂素的平均加样回收率为 96.7%，RSD
值为 4.21%；异补骨脂素的平均加样回收率为

94.1%，RSD 值为 2.32%，表明本方法具有良好的

准确度。

2.10  测定结果 
取 3个生产厂家共 6批样品，按上述供试品溶

液制备方法制备，测定结果见表 3。6批样品的中补

骨脂素和异补骨脂素的质量分数的平均值为 1.52 
mg/片，可以参考以全部 6 批样品的测定结果平均

值的 80％（1.20 mg/片）作为限度值。按《中国药

典》2010年版补骨脂项下，补骨脂素和异补骨脂素

的总量不得少于 0.70％，以此折算，癃闭舒片中补

骨脂素和异补骨脂素的总量理论上为 2.10 mg/片，

根据样品实际测定结果暂定含量限度为不得少于

1.20 mg/片，折算转移率为 57.1％。 

表 3  样品中补骨脂素和异补骨脂素的测定结果 
Table 3  Concentration of psoralen and isopsoralen in samples 

厂家 批号 补骨脂素/（mg·片−1） 异补骨脂素/（mg·片−1） 总量/（mg·片−1） 

通宝制药 101101 0.78 0.56 1.34 

晨牌药业有限公司 100301 1.13 0.74 1.87 

100302 1.18 0.78 1.96 

100303 1.15 0.75 1.90 

李之堂药业有限公司 100808 0.28 0.23 0.51 

0       10    20    30 
t / min 

A 

B 

C 

1 2 

2 

1 
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3  讨论 
本次试验分别从色谱条件筛选、提取溶剂（甲

醇和水饱和正丁醇）、提取方法（超声处理、回流提

取和索氏提取法）[2]、专属性试验、精密度、稳定

性、重复性及回收率等多方面对癃闭舒片的测定方

法进行了系统的考察。结果表明在以甲醇 50 mL，
超声 60 min 作为供试品制备方法时，具有操作简

单、提取效率高和无杂质干扰等优点。此前，8 个

生产厂家生产的癃闭舒片分别执行 8个不同的试行

标准，在取样量、提取过程、色谱条件及含量限度

方面均不一致，此次实验将含量测定项目进行了统

一规范，从而简化了生产和监管方面工作量，有助

于提高工作效率，节约资源。

现有文献报道以薄层-紫外法[3]或薄层扫描法[4]

同时测定补骨脂和异补骨脂的量，也有用高效液相

色谱法进行测定的，以甲醇-0.02 mol/L磷酸二氢钾

溶液（45:55）[5]、甲醇-水（55:45）[6,7]、甲醇-水（50:50）
[8]、甲醇-水（60:40）[9]、乙腈-水（30:70~40:66 梯

度洗脱）[10]等为流动相，但对癃闭舒片中两种物质

含量测定的报道较少。本研究表明以甲醇 -水
（43:57）为流动相完全可以达到实验要求，并无杂

质干扰，回收率结果良好。

补骨脂具有温肾助阳、纳气平喘、温脾止泻的

作用，常用于肾阳不足、阳痿遗精、遗尿尿频、腰

膝冷痛、肾虚作喘、五更泄泻的治疗[2]。补骨脂中

含多种活性成分[1]，香豆素类：补骨脂素（proralen）、
异补骨脂素（isoproralen）、花椒毒素（xanthotoxin）、
补骨脂定（psoralidin）、补骨脂定（isopsoralidin）、
补骨脂呋喃香豆素（bakuchicin）等[11]，黄酮类：黄

芪苷（agtragalin）、补骨脂甲素（coryllfolin）、补骨

脂二氢黄酮甲醚（bavachinin）等[2]。其中香豆素类

成分补骨脂素（proralen）和异补骨脂素（isoproralen）
的药理作用包括抗肿瘤、抗菌、促进皮肤色素增生、

治疗增生性病变、杀灭白血菌细胞、抗衰老和止

血[12]。有研究表明，补骨脂素和异补骨脂素可用于

治疗Ｔ细胞淋巴癌和一些自动免疫性疾病[13]。具有

生物活性的补骨脂素还可通过光加成反应与 DNA
的碱基键合[14]。补骨脂素和异补骨脂素作为补骨脂

的主要活性成分，而补骨脂在癃闭舒片处方中又作

为君药，通过 HPLC法对癃闭舒片中补骨脂素和异

补骨脂素进行含量测定，可以控制癃闭舒片的质量，

并对其生产工艺具有指导意义。
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