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高效液相色谱波长切换法同时测定百效丸中６种主成分的含量
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摘要：目的　建立高效液相色谱波长切换法同时测定百效丸中６种主成分（哈巴苷、安格洛苷Ｃ、哈巴俄苷、巴豆苷、和厚朴酚、
厚朴酚）含量的方法。方法　采用ＶｅｎｕｓｉｌＭＰＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５．０μｍ）色谱柱；流动相Ａ：乙腈甲醇（１∶４），流动相Ｂ：
０２％磷酸溶液，梯度洗脱；检测波长２１０ｎｍ（哈巴苷）、２８０ｎｍ（安格洛苷Ｃ、哈巴俄苷）、２９４ｎｍ（巴豆苷、和厚朴酚、厚朴酚）。
结果　哈巴苷、安格洛苷Ｃ、哈巴俄苷、巴豆苷、和厚朴酚、厚朴酚分别在３．９８～７９．６０ｍｇ·Ｌ－１、２．６５～５３．００ｍｇ·Ｌ－１、２．４５～
４９．００ｍｇ·Ｌ－１、６．９１～１３８．２０ｍｇ·Ｌ－１、５．２９～１０５．８０ｍｇ·Ｌ－１、９．３７～１８７．４０ｍｇ·Ｌ－１范围内线性关系良好；平均回收率
９６．９０％～１００．０５％，ＲＳＤ值０．８９％～１．５９％；精密度和重复性良好；供试品溶液在室温条件下１０ｈ内稳定。结论　该方法操
作简便，可用于百效丸中６种主成分的同时测定。
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　　百效丸由玄参、巴豆霜、厚朴、川贝母、柴胡等
１２味中药材加工而成，为棕红色的大蜜丸，气香、味
凉、微辛，具有消积理滞、镇惊化痰的功效，临床用

于寒热凝结、停食宿水、腹疼腹胀、痰喘气促、慢惊

风症等。百效丸收载于《中药成方制剂第二册》，现

行质量标准未对百效丸中任何成分进行定量测

定［１］，也未检索到对该制剂进行多组分测定的文献

报道，为全面控制本品质量，本研究采用高效液相

色谱（ＨＰＬＣ）波长切换法同时测定处方中玄参［２］主

成分哈巴苷、安格洛苷 Ｃ和哈巴俄苷，巴豆霜主成
分巴豆苷，厚朴［２］主成分和厚朴酚［３］、厚朴酚的含

量，为提高百效丸质量标准提供了数据支持。

１　仪器与试药
１．１　仪器　高效液相色谱仪（型号：Ａｇｉｌｅｎｔ１１００系
列，生产厂家：美国安捷伦公司）；电子天平（型号：

ＡＸＳ２０５ＤＵ型，生产厂家：梅特勒托利多仪器有限
公司）；数控超声波清洗器（型号：ＫＱ３２００ＤＢ型，生
产厂家：昆山市超声仪器有限公司）。

１．２　试药与试剂　百效丸来源于天津达仁堂京万
红药业有限公司，批号分别为 １６２１５６、１６２１７５、
１６２１８２；乙腈、甲醇为色谱纯，其它试剂为分析纯；哈
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巴苷对照品（１１１７２９２０１５０６）、哈巴俄苷对照品
（１１１７３０２０１５０８）、巴豆苷对照品（１１１８５６２０１００１）、
和厚朴酚对照品（１１０７３０２０１６１４）、厚朴酚对照品
（１１０７２９２０１５１３）均购于中国食品药品检定研究院；
安格洛苷Ｃ对照品（１１５９０９２２３）购于上海宝曼生
物科技有限公司。

２　方法与结果
２．１　色谱条件　采用 ＶｅｎｕｓｉｌＭＰＣ１８（４．６ｍｍ×
２５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱；流动相Ａ：乙腈甲醇（１∶４），
流动相Ｂ：０．２％磷酸溶液，梯度洗脱（０～２０ｍｉｎ，
４８．０％Ａ；２０～２６ｍｉｎ，４８．０％Ａ→５４．０％Ａ；２６～３５
ｍｉｎ，５４．０％Ａ→６０．０％Ａ；３５～４９ｍｉｎ，６０．０％Ａ→
７５．０％Ａ；４９～５５ｍｉｎ，７５．０％Ａ→４８．０％Ａ）；０～２０
ｍｉｎ时在２１０ｎｍ［４７］波长下检测哈巴苷，２０～２６ｍｉｎ
在２８０ｎｍ［４，６，８９］波长下检测安格洛苷 Ｃ和哈巴俄
苷；２６～５５ｍｉｎ在２９４ｎｍ［１０１１］波长下检测巴豆苷、
和厚朴酚、厚朴酚；柱温：３０℃；进样量为１０μＬ；流
速：０．９ｍＬ·ｍｉｎ－１。
２．２　溶液的制备
２．２．１　对照品溶液　分别精密称取对照品哈巴苷、
安格洛苷Ｃ、哈巴俄苷、巴豆苷、和厚朴酚、厚朴酚各
适量，用５０％甲醇分别制成每毫升中含哈巴苷、安格
洛苷Ｃ、哈巴俄苷、巴豆苷、和厚朴酚、厚朴酚各为
０．７９６、０．５３０、０．４９０、１．３８２、１．０５８、１．８７４ｍｇ的单成分
对照品储备溶液。再分别依次量取２５、１．０、１．０、
２．５、２．５、２．５ｍＬ，置同一量瓶中（５０ｍＬ），用５０％甲
醇稀释制成百效丸检测用混合对照品溶液。

２．２．２　百效丸供试品溶液　取百效丸适量，剪碎，
称取４．０ｇ，精密称定，将其置于具塞锥形瓶中，精
密加入５０％甲醇５０ｍＬ，称定其重量，ＫＱ３２００ＤＢ型
数控超声波清洗器超声提取３０ｍｉｎ，放冷，用５０％
甲醇补足减失重量，摇匀，滤过，取续滤液，即得百

效丸供试品溶液。

２．２．３　阴性样品溶液　按百效丸的处方和工艺过
程，分别制备不含玄参、巴豆霜、厚朴（姜制）的阴性

样品，再按“２．２．２”项下的方法制成玄参阴性样品
溶液、巴豆霜阴性样品溶液、厚朴阴性样品溶液。

２．３　专属性试验　精密吸取“２．２．１～２．２．３”项下
的混合对照品溶液、百效丸供试品溶液、玄参阴性

样品溶液、巴豆霜阴性样品溶液和厚朴阴性样品溶

液各适量，按上述方法进行检测。结果阴性样品色

谱图中，在对照品混合液所显示的哈巴苷、安格洛

苷Ｃ、哈巴俄苷、巴豆苷、和厚朴酚、厚朴酚对应的位
置无干扰，各峰之间的分离度大于１．５，理论塔板数
均大于３５００，色谱图详见图１。

　　注：１为哈巴苷，２为安格洛苷 Ｃ，３为哈巴俄苷，４为巴豆苷，５

为和厚朴酚，６为厚朴酚

图１　ＨＰＬＣ色谱图：Ａ为对照品，Ｂ为样品，Ｃ为玄参阴性，

Ｄ为巴豆霜阴性，Ｅ为厚朴阴性

２．４　线性关系考察　分别精密吸取“２．２．１”项下
对照品储备液各０．１、０．２、０．５、１．０、１．５、２．０ｍＬ，分
别用５０％甲醇稀释至２０ｍＬ，振摇均匀，制成２０倍
浓度差的６种不同浓度的混合对照品溶液，依法测
定，以哈巴苷、安格洛苷 Ｃ、哈巴俄苷、巴豆苷、和厚
朴酚及厚朴酚的质量浓度Ｘ为横坐标，测得的哈巴
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苷、安格洛苷 Ｃ、哈巴俄苷、巴豆苷、和厚朴酚、厚朴
酚峰面积Ｙ为纵坐标，绘制标准曲线，得回归方程，
如表１所示。

表１　线性关系考察结果

所测组分 回归方程 线性范围／ｍｇ·Ｌ－１ ｒ值

哈巴苷 Ｙ＝１．１８３５×１０６Ｘ＋４０７．３ ３．９８～７９．６０ ０．９９９２

安格洛苷Ｃ Ｙ＝８．５２１９×１０５Ｘ－２００．８ ２．６５～５３．００ ０．９９９７

哈巴俄苷 Ｙ＝７．９９１３×１０５Ｘ－２３９．１ ２．４５～４９．００ ０．９９９９

巴豆苷 Ｙ＝１．５８９７×１０６Ｘ－１９７．５ ６．９１～１３８．２０ ０．９９９４

和厚朴酚 Ｙ＝１．６６０４×１０６Ｘ＋３６２．７ ５．２９～１０５．８０ ０．９９９８

厚朴酚 Ｙ＝１．９５２１×１０６Ｘ＋３９７．０ ９．３７～１８７．４０ ０．９９９６

２．５　加样回收率试验　分别精密称取对照品哈巴
苷、安格洛苷Ｃ、哈巴俄苷、巴豆苷、和厚朴酚及厚朴
酚各适量，用５０％甲醇分别溶解并稀释制成含哈巴
苷、安格洛苷Ｃ、哈巴俄苷、巴豆苷、和厚朴酚及厚朴
酚为 ０．９１６、０．３２３、０．２８１、０．８０７、０．７１９、０．５９６
ｇ·ｍＬ－１单一成分对照品溶液，备用。

取百效丸（批号 １６２１５６）６份，剪碎，每份约
２．０ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，依次精密加入上
述备用对照品溶液１．０、１．０、１．０、２．０、２．０、４．０ｍＬ，
再按“２．２．２”的方法制备加样回收样品溶液，依法
测定，计算哈巴苷、安格洛苷 Ｃ、哈巴俄苷、巴豆苷、
和厚朴酚及厚朴酚的回收率及相应的 ＲＳＤ，结果它
们的回收率与相应的ＲＳＤ见表２～４。

表２　哈巴苷加样回收率实验结果

称取量／ｇ
样品含

有量／ｍｇ

加入

量／ｍｇ

测得

量／ｍｇ

回收

率／％

平均

值／％

ＲＳＤ／

％

２．０００２ ０．９１４１ ０．９１６０ １．８０９０ ９７．７０

１．９８９８ ０．９０９３ ０．９１６０ １．８３２６ １００．８０

２．００１８ ０．９１４８ ０．９１６０ １．７９９９ ９６．６３

２．００４７ ０．９１６１ ０．９１６０ １．８０２５ ９６．７７

１．９９１３ ０．９１００ ０．９１６０ １．７９８１ ９６．９５

２．００３６ ０．９１５６ ０．９１６０ １．８１０４ ９７．６９

９７．７５ １．５９

表３　安格洛苷Ｃ加样回收率实验结果

称取量／ｇ
样品含

有量／ｍｇ

加入

量／ｍｇ

测得

量／ｍｇ

回收

率／％

平均

值／％
ＲＳＤ／％

２．０００２ ０．３２２０ ０．３２３０ ０．６３９６ ９８．３３

１．９８９８ ０．３２０４ ０．３２３０ ０．６４５３ １００．５９

２．００１８ ０．３２２３ ０．３２３０ ０．６３５８ ９７．０６

２．００４７ ０．３２２８ ０．３２３０ ０．６３９９ ９８．１７

１．９９１３ ０．３２０６ ０．３２３０ ０．６３６２ ９７．７１

２．００３６ ０．３２２６ ０．３２３０ ０．６３６６ ９７．２１

９８．１８ １．３１

表４　哈巴俄苷、巴豆苷、和厚朴酚、厚朴酚加样
回收率实验结果

组分
称取

量／ｇ

样品含

有量／ｍｇ

加入

量／ｍｇ

测得

量／ｍｇ

回收

率／％

平均

值／％

ＲＳＤ／

％

哈巴俄苷

２．０００２０．２８６００．２８１００．５６５８ ９９．５７

１．９８９８０．２８４５０．２８１００．５６６３ １００．２８

２．００１８０．２８６３０．２８１００．５６２７ ９８．３６

２．００４７０．２８６７０．２８１００．５６７９ １００．０７

１．９９１３０．２８４８０．２８１００．５６０６ ９８．１５

２．００３６０．２８６５０．２８１００．５６５０ ９９．１１

９９．２６０．８９

巴豆苷

２．０００２１．６１８２１．６１４０３．２１５２ ９８．９５

１．９８９８１．６０９７１．６１４０３．２３５１ １００．７１

２．００１８１．６１９５１．６１４０３．２０５９ ９８．２９

２．００４７１．６２１８１．６１４０３．２４３７ １００．４９

１．９９１３１．６１１０１．６１４０３．２４０９ １００．９９

２．００３６１．６２０９１．６１４０３．２４９０ ００．８７

１００．０５１．１４

和厚朴酚

２．０００２１．４４８１１．４３８０２．８３２０ ９６．２４

１．９８９８１．４４０６１．４３８０２．８６５２ ９９．０７

２．００１８１．４４９３１．４３８０２．８２９８ ９６．００

２．００４７１．４５１４１．４３８０２．８３４８ ９６．２０

１．９９１３１．４４１７１．４３８０２．８２７０ ９６．３４

２．００３６１．４５０６１．４３８０２．８５３５ ９７．５６

９６．９０１．２４

厚朴酚

２．０００２２．３９０２２．３８４０４．７６４１ ９９．５８

１．９８９８２．３７７８２．３８４０４．７５３２ ９９．６４

２．００１８２．３９２２２．３８４０４．７１３８ ９７．３８

２．００４７２．３９５６２．３８４０４．７５２６ ９８．８７

１．９９１３２．３７９６２．３８４０４．７３３７ ９８．７５

２．００３６２．３９４３２．３８４０４．７２９０ ９７．９３

９８．６９０．９１

２．６　重复性试验　取百效丸样品（批号１６２１５６），
按“２．２．２”项下制备方法制备百效丸供试品溶液６
份，按“２．１”项下的色谱条件及检测方法进行测定，
分别计算哈巴苷、安格洛苷Ｃ、哈巴俄苷、巴豆苷、和
厚朴酚、厚朴酚的含量，结果所测６种组分含量的
ＲＳＤ依次为 ０．４２％、１．５１％、０．７６％、１．１３％、
１２４％和０．９０％。
２．７　精密度试验　取“２．２．１”项下的混合对照品
溶液，连续进样６次，依法测定各成分峰面积，结果
哈巴苷、安格洛苷 Ｃ、哈巴俄苷、巴豆苷、和厚朴酚、
厚朴酚峰面积的 ＲＳＤ（ｎ＝６）分别为 １．１６％、
０２５％、１．２９％、０．９３％、１．１０％和０．８２％。
２．８　供试品溶液稳定性试验　取同一份百效丸供
试品溶液，于室温下０ｈ、２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ、１０ｈ进样
测定哈巴苷、安格洛苷Ｃ、哈巴俄苷、巴豆苷、和厚朴
酚、厚朴酚的峰面积值，结果室温下１０ｈ内稳定，所
测６种组分峰面积的 ＲＳＤ分别为１．１８％、０．７４％、
１．３０％、０．９６％、１．０５％和０５４％。
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２．９　样品测定　取三批百效丸样品，按“２．２．２”项
下制备方法制备百效丸供试品溶液，依法进样测定

结果见表５。

表５　含量测定结果／ｍｇ·ｇ－１

批号 哈巴苷 安格洛苷Ｃ哈巴俄苷 巴豆苷 和厚朴酚 厚朴酚

１６２１５６ ０．４５７ ０．１６１ ０．１４３ ０．８０９ ０．７２４ １．１９５

１６２１７５ ０．４３２ ０．１４９ ０．１３５ ０．８４５ ０．６８８ １．１３０

１６２１８２ ０．５０４ ０．１６８ ０．１５７ ０．７４６ ０．７６３ １．２１８

３　讨论
３．１　流动相的选择　在试验过程中，作者首先考
察了甲醇水［１２１３］、乙腈水［４］、乙腈甲醇（１∶４）与
水［１４１６］流动相体系，以色谱峰基线平稳情况和所测

各成分的峰形、分离效果为指标，优选最佳的流动

相体系。结果显示乙腈甲醇（１∶４）与水流动相体系
优于甲醇水流动相体系和乙腈水流动相体系，但
个别色谱峰峰形和分离效果还欠佳。在此基础上，

作者又考察了乙腈甲醇（１∶４）与 １．０％冰醋酸溶
液［５］、乙腈甲醇（１∶４）与２．０％冰醋酸溶液［１１］、乙

腈甲醇（１∶４）与 ０．２％磷酸溶液［１７］、乙腈甲醇
（１∶４）与０．５％磷酸溶液［１０］流动相体系，实验结果

显示以乙腈甲醇（１∶４）与０．２％磷酸溶液作为流动
相按照文中的梯度洗脱比例进行洗脱时，所测各成

分哈巴苷、安格洛苷 Ｃ、哈巴俄苷、巴豆苷、和厚朴
酚、厚朴酚峰形较好，各色谱峰之间以及各色谱峰

与杂质峰之间均能达到有效分离。

３．２　提取方法的选择　在提取方式的选择上，作
者分别尝试了加热回流提取和超声提取，结果加热

回流提取和超声提取效果差异不大，考虑到检验过

程操作的便捷性，优选超声提取作为百效丸供试品

溶液的提取方式；在此基础上，作者又以所测成分

哈巴苷、安格洛苷 Ｃ、哈巴俄苷、巴豆苷、和厚朴酚、
厚朴酚提取率为指标，对比考察了超声提取时间

（１５、３０、４５ｍｉｎ）和提取溶剂（水、５０％甲醇、７０％甲
醇）。实验结果表明，以５０％甲醇为提取溶剂时，所
测各成分综合提取率最佳；超声提取１５ｍｉｎ时，部
分所测成分含量偏低，超声提取３０ｍｉｎ和超声提取
４５ｍｉｎ所测各成分含量差异无统计学意义。故本
文采用５０％甲醇超声提取３０ｍｉｎ作为百效丸供试
品溶液的制备方法。

４　小结
本研究建立的百效丸中６种主成分含量同时

测定的方法，填补了本品在液相色谱定量分析方面

的空白，可进一步保证百效丸产品质量和临床疗

效，所建立的方法操作简便，重复性好。但也存在

着一定的不足之处，实验过程中对照品使用量较

大，检验成本偏高，采用一测多评法同时测定百效

丸中多成分含量还在进一步研究中。
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