
法 和间羟基联苯法求得校正因子 ( f = m 实际量ö

m 测得量) , 分别为 f 咔= 1125 (n = 5) , f 间= 1123 (n =

5)。通过校正因子计算出银耳多糖中糖醛酸质量分

数分别为 12165% (n= 5) , 12176% (n= 5)。
表 2　银耳多糖中糖醛酸的测定结果 (n= 5)

Table 2　Quan tita tive determ ination of uron ic

ac ids from TP (n= 5)

方　法 糖醛酸ö%

不含氨基磺酸
　咔唑法 30112

　间羟基联苯法 22157

含氨基磺酸
　咔唑法 23158

　间羟基联苯法 16130

216　银耳多糖测定结果: 取糖醛酸适量, 加水配成

0105 m gömL 溶液, 分别取 011、012、013、014 mL 加

水至 014 mL , 加 75 mmo löL 硼酸钠2硫酸溶液 214

mL , 水浴加热 15 m in, 加间羟基联苯显色, 得回归

方程为: A = 01034+ 01015 2 X , r= 01999 4。按上

述方法操作, 加咔唑显色, 得回归方程为: A = -

01040 5+ 01025 2 X , r= 01997 0。另取银耳多糖分

别配成 0120、0125、0150、0175 m gömL 溶液, 分别取

012 mL 加水至 014 mL , 按上述两种方法测定糖醛

酸质量分数。间羟基联苯法测得结果分别为:

9107%、12121%、12169%、14102% (n= 5)。咔唑法

测 得 结 果 分 别 为: 16147%、18133%、18195%、

19178% (n= 5)。

3　讨论

　　从表 1 结果得出测定糖醛酸的咔唑法和间羟基

联苯法均可使中性糖在 525 nm 处有不同程度的吸

收, 且发现中性糖对咔唑法的干扰更明显。同时也显

示出氨基磺酸在两种方法中对中性糖的显色具有较

强的抑制作用。说明对酸性杂多糖中糖醛酸含量测

定时, 中性糖的存在对测定结果的干扰是随酸性糖

含量的降低而误差增大, 表 2 结果已证明了这一推

测。氨基磺酸的加入对每种中性糖均有不同程度的

抑制作用。表 1 可见, 咔唑法中氨基磺酸对中性糖的

平均抑制率为 77% , 间羟基联苯法的抑制率为

66% , 均达不到完全抑制。为了考察氨基磺酸的加入

量对中性糖、酸性糖的抑制率的关系, 实验对不同剂

量氨基磺酸和各单糖及样品在两种测定方法中的吸

光度值 (A )作曲线 (图 1)。结果显示, 氨基磺酸加入

量对中性糖的抑制作用在一定范围内成正比, 超出

范围, 氨基磺酸抑制作用呈恒定趋势, 且两种方法对

糖醛酸也有 10% 的抑制作用, 所以对糖醛酸含量低

的酸性杂多糖加氨基磺酸法测定糖醛酸是不合适

的。如果把校正因子求得的银耳多糖中糖醛酸的结

果作为实际含量, 那么 216 项结果显示, 采用间羟基

联苯法对糖醛酸含量低的酸性杂多糖配制质量浓度

在 0125～ 0150 m gömL 时, 所测得的结果与实际值

非常接近。

　　综上所述, 咔唑法和间羟基联苯法均为糖醛酸

测定的经典方法, 但天然多糖中糖醛酸含量往往偏

低, 由于中性糖的干扰而产生较大的误差。利用校正

因子求得糖醛酸含量, 虽然可以避免这些误差, 但是

实际过程繁琐, 不适合快速测定。本实验通过把样品

配制成低质量浓度, 采用间羟基联苯法, 可使样品中

中性糖的干扰降至最低, 所得结果更接近于实际值。
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RP-HPLC 法测定类风关巴布剂中雷公藤甲素的含量
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(11 温州市药品检验所, 浙江 温州　325028; 21 温州医学院附属第一医院, 浙江 温州　325000)

　　类风关巴布剂是温州医学院附属第一医院“穴

位贴敷治疗类风湿关节炎研究”课题组研制的治疗

类风湿关节炎的外用制剂, 由涂膜剂改良而成。该制

剂主要是雷公藤、防风、丹参等中药饮片的醇提取
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物。其中雷公藤甲素既是有效成分, 又具有毒副作

用[1 ] , 因此控制雷公藤甲素的含量十分必要。本实验

建立 R P2H PL C 法测定该制剂中雷公藤甲素的含

量, 以控制制剂质量。

1　仪器与材料

W aters 高效液相色谱系统, 515 泵, 2487 紫外

检测器, 717 自动进样系统, 柱温箱。雷公藤甲素对

照 品 (中国药品生物制品检定所, 批号: 15662
200201) , 类风关巴布剂 (温州医学院附属第一医院

制剂室提供, 黄棕色至棕色的片状巴布膏, 215 cm ×

215 cm )。

2　方法与结果

211　色谱条件 [1 ]: A lltech 色谱柱 (250 mm ×416

mm , 5 Λm ) ; 检测波长: 225 nm ; 流动相: 甲醇2水
(48∶52) ; 体积流量: 1 mL öm in; 柱温: 30 ℃; 进样

量: 10 ΛL。

212　对照品溶液的制备: 精密称取雷公藤甲素对照

品适量, 加甲醇制成 913 ΛgömL 的对照品溶液。

213　供试品溶液的制备: 取本品一张, 除去盖衬, 剪

成碎块, 混匀后称取 015 g, 置圆底烧瓶中, 精密加入

60% 甲醇溶液 100 mL , 称定质量, 浸渍 4 h, 加热回

流 2 h, 补足减少的质量, 倾出上清液, 高速离心, 微

孔薄膜滤过, 即得。

214　空白试验: 按处方制备不含雷公藤提取物的样

品, 同“供试品溶液的制备”方法制成空白溶液, 注入

液相色谱仪。结果色谱图中与雷公藤甲素对应的位

置无色谱峰, 说明缺味空白对照无干扰, 见图 1。

3 2雷公藤甲素

3 2trip to lide

图 1　雷公藤甲素对照品 (A)、类风关巴布膏 (B)

和空白 (C)的 HPLC 色谱图

F ig1 1　HPLC chromatogram s of tr iptol ide (A) , 　

L e ifengguan Stick ing Plaster (B) ,

and negative sample (C)

215　线性关系及线性范围: 分别精密吸取雷公藤甲

素对照品溶液 2、5、8、10、15、20 ΛL , 按上述色谱条

件进样测定, 分别重复进样 3 次, 测定峰面积。以雷

公藤甲素质量浓度为横坐标, 以峰面积平均值为纵

坐标, 绘制标准曲线, 进行回归, 得线性回归方程为:

Y = 26 737 9781569 4 X , r= 01999 7。表明雷公藤

甲素在 1186～ 1816 Λg 与峰面积有良好的线性关系。

216　精密度试验: 精密吸取同一供试品溶液, 重复

进样 5 次, 测定雷公藤甲素的峰面积, 计算得其

R SD 为 0174% (n= 5)。

217　稳定性试验: 取同一份供试品溶液分别在 1、

2、4、8、24、48 h 进样, 测定雷公藤甲素的峰面积, 计

算得其R SD 为 0164% (n= 6)。表明该供试品溶液

在 48 h 内是稳定的。

218　重现性试验: 取同一批次样品 6 份, 分别制备

供试品溶液, 测定雷公藤甲素的质量分数, 计算得其

R SD 为 0160% (n= 6)。

219　加样回收率试验: 取批号为 030101 的样品 5

份, 各约 0125 g, 分别精密加入雷公藤甲素对照品

01420 0 m g, 按供试品溶液制备法处理, 测定, 计算

回收率, 结果平均回收率为 97165% , R SD 为

0142% (n= 5)。

2110　样品测定: 分别取 5 批的类风关巴布剂, 制备

供试品溶液, 测定, 结果见表 1。
表 1　类风关巴布剂中雷公藤甲素的测定结果 (n= 3)

Table 1　Tr iptol ide in L e ifengguan Stick ing Plaster (n= 3)

批　号 雷公藤甲素ö(m g·g- 1)

030101 11721

030102 11718

030105 11720

031201 11709

031205 11712

3　讨论

311　在提取方法的选择时, 比较加热回流与超声处理

提取, 结果显示加热回流的提取效率高。可能是加热回

流使膏体膨胀, 有效成分易于从膏体中提取完全。

312　雷公藤是本处方中的君药, 但具一定的毒副作

用, 明确其成分含量非常必要。雷公藤甲素是三环二

萜类化合物, 是一种脂溶性成分, 能溶于甲醇、醋酸

乙脂、氯仿等。用甲醇回流提取巴布剂, 有效成分溶

解性良好, 但巴布剂膏体收缩, 雷公藤甲素提取不完

全; 用 30% 甲醇提取, 雷公藤甲素溶解性稍逊, 膏体

膨胀破碎, 提取液浑浊, 含有较多水溶性高分子杂

质, 含量测定结果偏低; 用 60% 甲醇提取, 雷公藤甲

素溶解性良好, 膏体膨胀, 雷公藤甲素易提取完全,

含量测定结果最高。其他条件不变的情况下把加热

回流时间增至 3 h 和 4 h, 测得结果无明显变化, 说

明此方法已提取完全。
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