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摘要：目的　建立高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定天杞补肾胶囊中马钱苷、补骨脂素和异补骨脂素的含量测定方法。方法　用
Ｃ１８柱为固定相，以甲醇水（４２∶５８）为流动相，检测波长为２４０ｎｍ。结果　马钱苷、补骨脂素和异补骨脂素分别在５．０６～

１２６．５、０．５２７５～１３．１８７０、０．４８０８～１２．０２００ｍｇ·Ｌ－１范围内呈良好的线性关系，Ｒ２分别为１．０００、１．０００、１．０００（ｎ＝６），其平
均回收率分别为９８．９３％，１００．０９％和９８．９７％。结论　该方法具有较高的准确性和专属性。
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　　天杞补肾胶囊由哈尔滨同一堂药业有限公司
生产，处方中有淫羊藿、阳起石、补骨脂、山茱萸、枸

杞子等多味中药材，临床用于肾阴阳两虚，症见腰

膝酸软、头晕耳鸣，倦怠乏力等。原质量标准采用

高效液相色谱法测定淫羊藿苷的含量，只能对处方

中的淫羊藿进行质量控制，为提高本品质量标准，

增强对处方中其他药材的质控力度，本研究采用高

效液相色谱法测定处方中山茱萸主要成分马钱苷

和补骨脂主要成分补骨脂素、异补骨脂素的含量，

可作为原标准的有效补充。马钱苷、补骨脂素和异

补骨脂素能很好分离，理论板数较高，处方中的其

他药材成分无干扰，回收率高。

１　仪器与试药
岛津 ＬＣ２０ＡＴ高效液相色谱仪，Ｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅ

ＳＰＤ２０Ａ／ＵＶＶＩＳ检测器；天杞补肾胶囊为哈尔滨
同一 堂 药 业 有 限 公 司 生 产，批 号 ０４１４０４０２、
０４１４０４０９、０４１４０５１２；马钱苷对照品（批号 １１１６４０
２００６０４，纯度为 １００．０％）、补骨脂素对照品（批号
１１０７３９２０１４１６，纯度为 ９９．９％）、异补骨脂素对照

品（批号１１０７３８２０１３１３，纯度为１００．０％）均购自中
国食品药品检定研究院，甲醇为色谱纯（美国 ＴＥ
ＤＩＡ公司），水为纯化水（自制）。
２　方法与结果
２．１　色谱条件　色谱柱：依利特ＳｉｎｏｃｈｒｏｍＯＤＳＢＰ
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇水
（４２∶５８）［１－３］；流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３５℃；检
测波长：２４０ｎｍ；进样量：１０μＬ。
２．２　溶液的制备　
２．２．１　对照品溶液的制备　精密称取马钱苷对照
品２５．３ｍｇ置５０ｍＬ量瓶中、补骨脂素对照品１３．２０
ｍｇ置２５０ｍＬ量瓶中、异补骨脂素对照品１２．０２ｍｇ
置２５０ｍＬ量瓶中，加甲醇适量使溶解并稀释至刻
度，作为对照品贮备液。精密量取三份对照品贮备

液各１ｍＬ，置同一１０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻
度，作为对照品溶液。

２．２．２　供试品溶液的制备　取本品内容物，混匀，
研细，取约０．８ｇ，精密称定，置５０ｍＬ量瓶中，加甲
醇适量，超声处理（功率 ２５０Ｗ，频率 ４０ｋＨｚ）３０
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ｍｉｎ，放冷，加甲醇稀释至刻度，摇匀，作为供试品
溶液。

２．２．３　阴性样品溶液的制备　按处方比例配制不
含山茱萸或补骨脂的样品，同“２．２．２”项下供试品
溶液的制备项下方法制备阴性样品溶液。

２．３　专属性试验　取“２．２．１对照品溶液”、
“２．２．２供试品溶液”和“２．２．３阴性样品溶液”，按
“２．１色谱条件”进样测定，记录色谱图，马钱苷、补
骨脂素和异补骨脂素具有较高的分离度和理论板

数，马钱苷保留时间约为１０．８ｍｉｎ，理论板数高于
２５０００，补骨脂素保留时间约为２３．０ｍｉｎ，理论板数
高于２００００，异补骨脂素保留时间约为２６．７ｍｉｎ，理
论板数高于２２０００。色谱图见图１。
２．４　线性关系考察　精密量取马钱苷、补骨脂素、
异补骨脂素对照品贮备液各 ０．１、０．５、１．０、１．５、
２．０、２．５ｍＬ，分别置１０ｍＬ量瓶中，加甲醇至刻度，
进样量１０μＬ，以马钱苷、补骨脂素、异补骨脂素的
浓度（ｍｇ·Ｌ－１）为横坐标（Ｘ），以峰面积为纵坐标
（Ｙ），得回归方程分别为：马钱苷：Ｙ＝８５１２．１Ｘ－
１０７４．７，Ｒ２＝１．０００（ｎ＝６）；补骨脂素：Ｙ＝８１８５５Ｘ－
１６５２，Ｒ２＝１．０００（ｎ＝６）；异补骨脂素：Ｙ＝７７２７９Ｘ－
８５６．６４，Ｒ２＝１．０００（ｎ＝６）。结果表明，马钱苷浓度在
５．０６～１２６．５０ｍｇ·Ｌ－１、补骨脂素浓度在０．５２７５～
１３．１８７０ｍｇ·Ｌ－１、异补骨脂素浓度在 ０．４８０８～
１２．０２００ｍｇ·Ｌ－１范围内线性良好。
２．５　精密度试验　取“２．２．１”项下对照品溶液，注
入液相色谱仪，连续进样５次，进样量１０μＬ，记录
马钱苷、补骨脂素和异补骨脂素的峰面积，ＲＳＤ分
别为０．０７％、０．０５％、０．０５％。
２．６　稳定性试验　 取“２．２．２”项下供试品溶液，
按“２．１色谱条件”分别于０、３、６、１２、２４ｈ进样，进
样量１０μＬ，记录马钱苷、补骨脂素和异补骨脂素的
峰面积，ＲＳＤ分别为０．１６％、０．２５％、０．１９％，表明
供试品溶液在２４ｈ内具有良好的稳定性。
２．７　重复性试验　称取批号为０４１４０４０２的天杞补
肾胶囊内容物 ６份，每份约 ０．８ｇ，精密称定，按
“２．２．２”项下方法制备供试品溶液，按“２．１色谱条
件”测定马钱苷、补骨脂素和异补骨脂素的平均含

量并计算 ＲＳＤ，结果为：马钱苷平均含量２．７５１ｍｇ
·ｇ－１，ＲＳＤ为０．２２％；补骨脂素平均含量０．２９１６
ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ为 ０．１２％；异补骨脂素平均含量

０．３２８９ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ为０．２１％。

Ａ．对照品

Ｂ．供试品

Ｃ．阴性样品１（缺山茱萸）

Ｄ．阴性样品２（缺补骨脂）
注：１：马钱苷；２：补骨脂素；３：异补骨脂素。

图１　天杞补肾胶囊ＨＰＬＣ图　

２．８　加样回收率试验　称取已知含量的天杞补肾
胶囊（马钱苷含量 ２．７５１ｍｇ·ｇ－１，补骨脂素含量
０．２９１６ｍｇ·ｇ－１，异补骨脂素含量 ０．３２８９ｍｇ·
ｇ－１）６份，每份约０．４ｇ，精密称定，分别精密加入
“２．２．１”项下马钱苷对照品贮备液２ｍＬ、补骨脂素
对照品贮备液 ２ｍＬ、异补骨脂素对照品贮备液 ３
ｍＬ，按“２．２．２”项下供试品溶液的制备方法制备得
浓度约为样品浓度１００％的供试品溶液，按上述方
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法测定马钱苷、补骨脂素、异补骨脂素的含量，计算

回收率，结果见表１～３。

表１　天杞补肾胶囊中马钱苷加标回收率试验结果

取样

量／ｇ

样品

量／ｍｇ

加入

量／ｍｇ

测得

量／ｍｇ

回收

率／％

平均回

收率／％
ＲＳＤ／％

０．４０２３

０．４０５１

０．４０３７

０．４０１１

０．４０２８

０．４０６３

１．１０７

１．１１４

１．１１１

１．１０３

１．１０８

１．１１８

１．０１２

１．０１２

１．０１２

１．０１２

１．０１２

１．０１２

２．０８５

２．１３６

２．１１４

２．０９６

２．０８９

２．１４２

９６．９５

１００．８６

９９．２３

９８．２４

９７．１９

１０１．１０

９８．９３ １．８

表２　天杞补肾胶囊中补骨脂素加标回收率试验结果　

取样

量／ｇ

样品

量／ｍｇ

加入

量／ｍｇ

测得

量／ｍｇ

回收

率／％

平均回

收率／％
ＲＳＤ／％

０．４０２３

０．４０５１

０．４０３７

０．４０１１

０．４０２８

０．４０６３

０．１１７３

０．１１８１

０．１１７７

０．１１７０

０．１１７５

０．１１８５

０．１０５５

０．１０５５

０．１０５５

０．１０５５

０．１０５５

０．１０５５

０．２２１４

０．２２４７

０．２２３６

０．２２４３

０．２２０１

０．２２５６

９８．８０

１００．９１

１００．３２

１０１．５７

９７．５７

１０１．３７

１００．０９ １．６

表３　天杞补肾胶囊中异补骨脂素加标回收率试验结果

取样

量／ｇ

样品

量／ｍｇ

加入

量／ｍｇ

测得

量／ｍｇ

回收

率／％

平均回

收率／％

ＲＳＤ

／％

０．４０２３

０．４０５１

０．４０３７

０．４０１１

０．４０２８

０．４０６３

０．１３３２

０．１３３２

０．１３２８

０．１３１９

０．１３２５

０．１３３６

０．１４４２

０．１４４２

０．１４４２

０．１４４２

０．１４４２

０．１４４２

０．２７８８

０．２７６５

０．２７７４

０．２７４１

０．２７３５

０．２７３０

１０１．７３

９９．３０

１００．３２

９８．４７

９７．６０

９６．３８

９８．９７ １．９

２．９　样品含量测定　取３批样品，分别按“２．２．２”项
下方法制备供试品溶液，每批４份，按“２．１”项下色谱
条件对本品进行含量测定，计算平均含量和ＲＳＤ，结果
见表４。

表４　天杞补肾胶囊中马钱苷、补骨脂素
和异补骨脂素的平均含量

批号

马钱苷

含量

／ｍｇ·ｇ－１
ＲＳＤ

／％

补骨脂素

含量

／ｍｇ·ｇ－１
ＲＳＤ

／％

异补骨脂素

含量

／ｍｇ·ｇ－１
ＲＳＤ

／％

０４１４０４０２ ２．７５１ ０．５７ ０．２９１６ ０．３８ ０．３２８９ ０．３３
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２．１０　检测限（ＬＯＤ）与定量限（ＬＯＱ）　取“２．２．
１”项下马钱苷、补骨脂素和异补骨脂素的对照品贮
备液，稀释一定倍数后进样测定，以信噪比３∶１计算
马钱苷、补骨脂素和异补骨脂素的检测限分别为

０．２５３、０．１３２、０．１２０ｎｇ；以信噪比１０∶１计算定量限
分别为１．０１２、０．３９６、０．４８１ｎｇ。
３　讨论
３．１　检测波长的选择　将三种对照品贮备液用甲醇
稀释后进行紫外图谱扫描，马钱苷在２３８ｎｍ波长处有
最大吸收，补骨脂素在２４６ｎｍ和２９４ｎｍ波长处有最
大吸收，在３２７ｎｍ处有一肩峰，异补骨脂素在２４７ｎｍ
和３００ｎｍ波长处有最大吸收，为提高定量的准确性，
提高回收率，本文选用三种成分均响应较高的２４０ｎｍ
作为检测波长，试验取得了令人满意的结果。

３．２　流动相和色谱柱的选择　补骨脂素和异补骨
脂素测定流动相多用甲醇水［４－５］或乙腈水［６］，马

钱苷多用乙腈水［７－８］，也有文献采用四氢呋喃乙
腈甲醇０．０５％磷酸溶液［９］和甲醇磷酸盐缓冲
液［１０］，本研究经试验筛选，采用Ｃ１８柱为固定相和甲
醇水为流动相对三种成分分离最好，保留时间适
宜，理论板数较高且经济环保。

３．３　提取方法的选择　在提取方式上，本研究尝
试了回流［８］、超声［４－６］等，并考察了回流时间和超

声时间，实验结果表明，回流和超声的测定结果无

明显差异，当超声时间小于２０ｍｉｎ时，三种成分含
量测定结果均偏低，超声３０ｍｉｎ以上含量较高且稳
定，故本文的提取方法定为超声３０ｍｉｎ。
３．４　耐用性　分别用两根色谱柱依利特Ｓｉｎｏｃｈｒｏｍ
ＯＤＳＢＰ（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）、ＴｈｅｒｍｏＢＤＳ
ＨＹＰＥＲＳＩＬＣ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）在两台高
效液 相 色 谱 仪 （日 本 岛 津 ＬＣ２０ＡＴ、美 国
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０）上进行耐用性试验考察，试验结果表
明，上述两种色谱柱和两个型号的高效液相色谱仪

均可取得满意的实验结果。
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