
适的浓度。

近年来 ,分子遗传标记技术逐渐应用于中药材

的鉴定 [2～ 8 ]。这一技术的应用 ,首先必须能够从药材

中抽提出 DNA。 在中药材加工过程中 ,许多药材经

过高温蒸煮、炮制、煎制等过程 ,能否从这些药材中

提得 DNA,是分子遗传标记技术能否广泛用于中药

材真伪鉴定的关键。本研究表明 ,经高温高压蒸煮过

的鳖甲或骨骼中仍含有大量的 DNA,用一般的

DNA提取方法 ,即能从少量的鳖甲样品中提得足够

的 DNA,用扩增线粒体 12S rRN A基因片段 ,通过

用引物进行 PCR扩增 ,能获得稳定的阳性产物。从

而给我们一个重要的启示 ,即经过高温、高压蒸煮过

的中药材也可以获得用于 PCR扩增的微量 DNA,

本实验的结果为分子遗传标记技术广泛应用于中药

材的真伪鉴定提供了基础资料。
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HPLC法测定汉丹肝乐胶囊中芍药苷的含量
△

贵阳制药厂 ( 550004)　　冯艳明 　叶丽梅

贵阳医学院　　　　　　杨继红

摘　要　采用 HPLC法测定汉丹肝乐胶囊中芍药苷的含量。 色谱柱 C18柱 ,流动相甲醇 -水 ( 28∶ 72) ,检测波长 230

nm,流速 1 m L /min,柱温室温 ,灵敏度 0. 04 AUFS。结果芍药苷在 0. 049～ 0. 868μg范围线性良好 , r= 0. 999 9,平

均回收率为 99. 3% ( n= 5) , R SD= 2. 09%。
关键词　汉丹肝乐胶囊　芍药苷　 HPLC法

　　汉丹肝乐胶囊系由汉防己、丹参、赤芍、黄芪、银

杏叶等 5味中药制成的复方制剂 ,具有活血化瘀、舒

肝理气的功能 ,用于治疗各种病因所致的肝纤维化

及肝硬化。 为了更好地控制质量 ,我们采用 HPLC

法对君药之一的赤芍主要成分芍药苷进行含量测

定。经方法学考察 ,认为本法简便、准确、无干扰 ,可

用于本品质量控制。

1　仪器、试剂与药品

IC-9A高效液相色谱仪 (日本岛津 ) , SPD-6AV

检测器 , C-R6A积分仪 ; GQ250超声波清洗器 (上

海超声仪器厂 ) ; 751紫外分光光度计 (日本岛津 )。

芍药苷对照品 (中国药品生物制品检定所

0736-9608, HPLC归一化法测得含量为 97. 06% );

汉丹肝乐胶囊及其缺赤芍空白样品 (自制 ) ;试剂均

为分析纯。

2　方法与结果

2. 1　色谱条件: YWG-C18柱 ( 4. 6 mm× 250 mm,粒

径 10μm) ,流动相甲醇 -水 ( 28∶ 72) ,检测波长 230

nm, 柱温室 温 ,流速 1 m L /min,灵 敏度 0. 04

AUFS,进样量 10μL。此条件下 ,样品中芍药苷与其

他组分峰达到基线分离 ,理论塔板数按芍药苷峰计

算为 4 619,芍药苷保留时间为 14. 44 min,空白试

验表明无干扰。

2. 2　实验条件选择:①检测波长:据文献值
[ 1 ]

,并对

芍药苷的 50%乙醇溶液进行紫外波长扫描 ,结果表

明芍药苷在 230 nm处呈最大吸收 ,以此为检测波

长 ,经 HPLC试验 ,图谱分离效果好。②流动相: 据

文献值
[ 2, 3]

,大都采用甲醇 -水系统 ,我们采用不同比

例的甲醇 -水进行试验 ,结果表明选用甲醇-水 ( 28∶

72)为流动相 ,分离效果好。③提取溶剂与方法:曾采

用水和 50%乙醇为溶剂 ,分别以浸润后提取与直接

提取、回流法与超声波振动法进行对比试验 ,结果差

异不明显 ,以 50%乙醇超声波振荡提取法较为简

便 ,效果好。④提取时间: 将供试品用 50%乙醇进行
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超声波振荡 ,分别对 15, 30, 45, 60, 90 min进行考

察 ,结果表明用 50%乙醇对供试品进行超声波振荡

15 min,可将芍药苷提取完全。

2. 3　供试品溶剂制备:①对照品溶液:精密称取芍

药苷对照品 ,加 50%乙醇制成每 1 m L含芍药苷

248μg的溶液。 ②供试品溶液:取汉丹肝乐胶囊内

容物适量 ,研细 ,精密称取 0. 05 g ,置 25 m L容量瓶

中 ,加 50%乙醇 20 mL,超声波振荡 15 min,冷后加

50%乙醇至刻度 ,摇匀 ,滤过 ,弃去初滤液 ,取续滤液

作为供试品溶液。③空白溶液:取缺赤芍空白对照品

研细 ,按供试品溶液制备方法进行制备 ,得空白对照

品溶液。

2. 4　线性考察: 精密吸取芍药苷对照品溶液 ( 248

μg /mL) 0. 2, 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2. 5, 3. 5 mL,分别置 10

m L量瓶中 ,加 50%乙醇至刻度 ,摇匀 ,分别精密吸

取 10μL,注入高效液相色谱仪 ,依法测定峰面积 ,

以峰面积对芍药苷进样量进行回归处理 ,得回归方

程 Y= 44 513X - 168, r= 0. 999 9,表明芍药苷在

0. 049～ 0. 868μg范围内具有良好线性关系。

2. 5　精密度试验: ①对照品试验: 精密吸取对照品

溶液 5μL,重复进样 ,依法测定峰面积 ,求得 RSD=

2. 29% (n= 6)。 ②供试品试验: 精密吸取供试品溶

液 10μL,同上法试验 ,求得 RSD= 0. 55% (n= 5)。

2. 6　稳定性试验: ①日内稳定性试验:精密吸取供

试品溶液于 0, 1, 2. 5, 4, 6, 8 h各进样一次 ,求得 8 h

内 RSD= 0. 8% (n= 6)。②日间稳定性试验:精密吸

取供试品溶液 ,于 0, 24, 48, 72 h进样测定 ,求得

RSD= 1. 14% (n= 4)。

2. 7　重复性试验:取同一批号汉丹肝乐胶囊内容物

适量 ,研细 ,按供试品溶液制备方法平行处理数份 ,

依法测定 ,求得 RSD= 1. 75% (n= 6)。

2. 8　回收率试验:采用加样回收法。 精密称取已测

知含量的样品数份 ,分别精密加入适量的芍药苷对

照品 ,按供试品溶液制备方法进行处理 ,依法测定 ,

计算回收率为 99. 30% , RSD= 2. 09% (n= 5)。

2. 9　样品含量测定: 分别取不同批号样品 ,按供试

品溶液制备方法进行处理 ,依法测定 ,结果见表 1。
表 1　样品中芍药苷含量测定

批号 含　量 (% ) x%

980201 1. 55 1. 52 1. 54

980501 1. 54 1. 56 1. 55

980901 2. 15 2. 14 2. 15

980201 1. 68 1. 66 1. 67

990401 2. 13 2. 10 2. 12

2. 10　药材含量测定: 分别取 3批赤芍药材 ,干燥 ,

粉碎 ( 60目 ) ,取细粉按供试品溶液制备方法进行处

理 ,依法测定 ,结果见表 2。
表 2　赤芍中芍药苷含量测定

购买时间 (年 -月 ) 含　量 (% ) x%

1998-08 2. 70 2. 71 2. 71

1998-02 2. 99 3. 03 3. 01

1999-09 3. 77 3. 84 3. 80

3　讨论

3. 1　据中华人民共和国药典
[1 ]
要求赤芍中含芍药

苷不得少于 2. 0% ,本文所测定药材含量均达到规

定 ,为产品质量控制奠定了良好的基础。

3. 2　据不同批号样品芍药苷含量测定结果表明 ,各

批号之间有较大差异 ,揭示在保证药材质量的前题

下生产过程中需要进一步优化 ,稳定生产工艺 ,保证

产品质量稳定可控。

3. 3　本文测定方法经各项试验考察 ,结果表明方法

灵敏、可靠、重现性好 ,可用于本品质量控制。
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