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2．8回收率试验：取含莪术醇0．752 mg／g的莪术

油微纳囊样品(批号20041021)0．1 g，平行6份，分

别加入莪术醇对照品贮备液0．8、1．0、1．2 mL，依

法制备供试品溶液，分别测定莪术醇的质量分数，计

算回收率，结果平均回收率为99．52 oA，RSD为

1．51％(，z一6)。

2．9样品的测定：取莪术油微纳囊样品5批，分别

制备供试品溶液，注入气相色谱仪，测定各样品中莪

术醇和内标物的色谱峰峰面积，内标法计算样品中

莪术醇的质量分数，结果见表1。

表1莪术油微纳囊中莪术醇的测定结果(打一4)

Table 1 Determination of cureumol in Oleum Curcumae

Micro／nano Capsules(稃一4)

3讨论

莪术油微纳囊是通过选用可生物降解的聚乳酸

包覆莪术油而制得的粒径分布在100～200 nm的

纳米微胶囊，微纳囊化改变莪术油的水溶性，提高了

其稳定性与溶解速率。因此，其测定与单纯莪术油不

同，需要经过二氯甲烷溶解聚乳酸，除去二氯甲烷，

再用无水乙醇萃取莪术油，醋酸乙酯定容。如果微纳

囊直接用醋酸乙酯萃取定容，则由于聚乳酸微溶于

醋酸乙酯，造成微纳囊破壁不彻底，莪术油萃取不完

全，引起损失，造成误差。另外，由于聚乳酸是高分子

物质，在用气相色谱分析时，被滞留在柱内堵塞毛细

管柱，降低柱效。

文献报道[1]以氧杂蒽为内标测定莪术醇，但是

在本实验中以氧杂蒽为内标未达到基线分离。以联

苯为内标，通过对样品的适当处理，在程序升温条件

下，莪术油微纳囊溶液中莪术醇的出峰时间为

10．45 min，内标物联苯出峰时间为7．8 min，二者都

达到基线分离，对称性也很好。
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HPLC法测定灌胃虎杖提取物大鼠粪便及尿液中大黄素和大黄素甲醚

蒋 晔，郝晓花，刘红菊

(河北医科大学药学院，河北石家庄050017)

蒽醌类化合物具有消炎、抗菌、致泻、利尿以及

抗肿瘤、抗病毒等作用，是大黄、虎杖、何首乌、决明

子等中药的主要活性成分。蒽醌类化合物有游离型

和结合型两种存在形式。结合型蒽醌不吸收，在肠道

内被细菌代谢后产生泻下作用[1]，因此结合型蒽醌

在肠道内的吸收、代谢与其药动学有关。已有的药动

学研究均为测定血清或血浆中的蒽醌类成分[2’3]，由

于代谢物中成分复杂，干扰较多，因此本实验建立了

测定大鼠灌胃虎杖提取物后的粪便和尿液中的游离

型和结合型大黄素总量的非水反相液相色谱法。

1仪器与试药

高效液相色谱仪：SP一8810高压泵、SP一8450

紫外检测器(美国光谱物理公司)，千谱色谱工作站

(南京千谱软件有限公司)。

甲醇为色谱纯，冰醋酸、氯仿、盐酸、硫酸等均为

分析纯；大黄素(批号0756—200110)、大黄素甲醚对

照品(批号758—200006)均由中国药品生物制品检

定所提供；虎杖提取物为自制，HPLC测得大黄素的

质量分数为51．25 mg／g、大黄素甲醚的质量分数为

40．57 mg／g，其中结合大黄素与游离大黄素的比例

基本一致(1：1．08)；SD大鼠由河北医科大学实验

动物中心提供。
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2方法与结果

2．1色谱条件：色谱柱：Kromasil C18柱(250 mmx

4．6 mm，5．0弘m)；柱温：室温；流动相：甲醇一冰醋酸

(99．9：0．1)；检测波长：254 nm；体积流量：1．0

mL／min；进样量：20弘L。

2．2对照品溶液的配制：精密称定大黄素、大黄素

甲醚对照品适量，分别置50 mL量瓶中，用少量氯

仿溶解后用甲醇稀释至刻度，摇匀，得质量浓度为

0．140 mg／mL的大黄素储备液和质量浓度为0．210

mg／mL的大黄素甲醚储备液。临用时，分别吸取大

黄素和大黄素甲醚的储备液各10 mL置于同一25

mL量瓶中，用甲醇稀释至刻度，即得大黄素、大黄

素甲醚的混合对照品溶液。取混合对照品溶液按倍

比稀释法配制不同质量浓度的系列对照品溶液，与

混合对照品溶液共同作为系列对照品溶液。

2．3大鼠粪便的预处理方法：取大鼠粪便样品，混

匀，精密称取约0．5 g，置锥形瓶中，精密加乙醇25

mL，置水浴上加热回流1 h，放冷，滤过，取全部滤

液，置烧瓶中，水浴蒸于，加30％乙醇一盐酸(10：1)

溶液15 mL，置水浴中加热水解1 h，立即冷却，用氯

仿强力振摇提取3次，每次15 mL，合并氯仿液，置

水浴上蒸干，残渣用甲醇2．5 mL溶解，摇匀，用

0．45肛m微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

2．4大鼠尿样的预处理方法：取大鼠尿样3 mL，加

入30％盐酸3 mL，旋涡混匀，(70±2)。C水浴水解

30 rain。冷却，用氯仿强力振摇提取3次，每次5

mL，合并氯仿液，挥干氯仿，残渣用甲醇2．5 mL溶

解，摇匀，用0．45 pm微孑L滤膜滤过，取续滤液，即

得。

2．5干扰试验：在选定的色谱条件下以空白大鼠粪

便、尿液，空白大鼠粪便、尿液中加人大黄素、大黄素

甲醚对照品，灌胃虎杖提取物后的大鼠粪便、尿液样

品经处理后进样，色谱图见图1。结果表明粪便和尿

液中的其他组分不干扰大黄素和大黄素甲醚的测

定，其分离度均大于2．0，理论塔板数以大黄素计不

低于13 200，以大黄素甲醚计不低于18 600。

2．6线性关系的考察：精密量取系列混合对照品溶

液各0．5 mL，分别加至空白大鼠粪便(o．5 g)和尿

液(3 mL)样品中，使粪便样品中的大黄素质量分数

分另Ij相当于0．420、0．840、1．68、3．36、6．72、13．44、

33．6／zg／g；大黄素甲醚的质量分数分别为0．525、

1．05、2．10、4．20、8．40、16．8、42．0肛g／g。尿液样品

中大黄素质量浓度分别相当予0．084、0．168、

0．336、0．672、1．344、2．69、6．72弘g／mL；大黄素甲
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图1 空白大鼠粪便(A)、空白大鼠尿液(B)、空白大鼠粪便

样品加入大黄素、大黄素甲醚对照品(c)、空白大鼠

尿液样品加入大黄素、大黄素甲醚对照品(D)，

灌胃虎杖提取物后的大鼠粪便样品(E)和灌胃

虎杖提取物后的大鼠尿样(F)的HPLC图谱

Fig．1 HPLC Chromatograms of blank rat feces(A)，

blank rat urine(B)，blank rat feces with emodin

and physcion references substance(C)，blank

rat urine with emodin and physcion references

substance(D)，rat feces sample after ig

administered with Rhizoma Polygontum Cuspi—

datum extract(E)，and rat urine sample

after ig administered with Rhizoma eoly—

gontum Cuspidatum extract(F)

醚的质量浓度分别为0．0875、0．175、0．350、0．700、

1．40、2．80、7．00 pg／mL。按大鼠粪便和尿液样品的

处理方法进行处理，测定大黄素、大黄素甲醚。以峰

面积为纵坐标，对照品质量浓度或者质量分数为横

坐标，绘制标准曲线，拟合线性方程，结果见表1。

表1线性范围和回归方程 ．

Table 1 Linear ranges and regression equations

2．7精密度试验：分别精密吸取含大黄素和大黄素

甲醚的大鼠粪便和尿液样品，进样20肛L，连续进样

5次，测定峰面积。结果大黄素在粪便样品和尿样中

峰面积的RSD分别为0．6％、0．9 0A；大黄素甲醚在

粪便样品和尿样中峰面积的RSD分别为0．9％、

1．1％。

2．8回收率试验：于空白大鼠粪便样品中分别加入

低、中、高3种质量浓度的大黄素、大黄素甲醚混合

对照品溶液(使之质量分数分别相当于含大黄素
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0．840、3．36、13．44}_tg／g；大、黄素甲醚1．05、4．20、

16．8／-g／g)，空白尿液样品中分别加入低、中、高3

种质量浓度的大黄素、大黄素甲醚混合对照品溶液

(使之质量浓度分别相当于含大黄素0．168、

0．672，、2．69 pg／mL；大黄素甲醚0．175、0．700、

2．80／tg／mI。)，每个质量浓度平行5份，按大鼠粪便

样品和尿液样品的处理方法进行处理，记录峰面积。

以测得量与加入量之比计算回收率，结果粪便样品

中大黄素、大黄素甲醚的平均回收率分别为

98．2％、97．6％，RSD分别为1．2％、1．4％。尿液样

品中大黄素、大黄素甲醚的平均回收率分别为

98．4％、97．1％，RSD分别为1．1％、1．5％。

2．9药动学测定结果：实验SD大鼠12只，体重

180～200 g，雌雄各半。给药前禁食12 h，自由饮水，

以1．0 mL／100 g-剂量ig给予虎杖提取物的10％阿

拉伯胶混悬液，相当于大黄素8．0 mg／kg，收集给药

后o～36 h粪便和尿液，按大鼠粪便样品和尿液样

品的处理方法进行处理，以外标法测定大黄素和大

黄素甲醚的量，结果见表2。大鼠粪便中大黄素的量

16．4～28．5弘g，大鼠尿样中大黄素的量5．60～

11．5弘g。虽然大黄素甲醚在大鼠粪便及尿样中都有

检出，但其量较低，无实际意义，故未在结果中列出。

表2大鼠灌胃虎杖提取物后粪便和尿液中大黄素的量

Table 2 Content of emodin in feces and urine of rats

after ig administered with Rhizoma

Polygontum Cuspidatum extract

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

粪便中大黄素／ug 尿液中大黄素／肛g

：±s 22·84-3·8 8·48±2·10

3讨论

本实验采用非水反相液相色谱法测定大鼠排泄

物中大黄素，结果表明粪便样品中游离和结合大黄

素的总量(16．4～28．5 pg)远低于ig给予大鼠的虎

杖提取物中结合大黄素的量(约每只1 mg)，与文献

报道的结合蒽醌在肠道被代谢后具泻下作用u]相一

致，同时可看到蒽醌类化合物以原形形式排泄较少。

测定总蒽醌时，样品通常经提取、水解、萃取后

进行测定n]。水解时一般采用稀盐酸或稀硫酸，萃取

一般采用氯仿、乙醚等有机溶剂。考虑到氯仿对大黄

素和大黄素甲醚的溶解度大，且氯仿比水密度大，操

作易进行，本实验的样品经水解后均采用氯仿进行

萃取，同时氯仿萃取使极性大的内源性成分对测定

的干扰减小。

测定蒽醌类成分的方法有薄层色谱法[3]、反相

高效液相色谱法[53等。最常用的是含水的反相高效

液相色谱法，其流动相中均含极性大的水分子，故大

黄素、大黄素甲醚的保留时间长且柱效低，而采用非

水反相液相色谱法时，分离时间短、峰对称性好且柱

效高口]。在生物样品的测定中干扰成分较多，由于非

水反相液相色谱法的柱效高，故样品峰能和杂质峰

得到较好的分离。
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