
2 7  精密度试验

精密吸取 份相同量的同一供试品溶液 分别注入液

相色谱仪 依法测定峰面积积分值 其 ≥⁄ ν

∀

2 8  稳定性试验

取制备好的供试品溶液 立即测定 和在室温下放置不

同时间进行测定 结果测得供试品中甘草酸的峰面积积分

值 在所试的 内稳定 其 ≥⁄ ν ∀

2 9  重现性试验

取同一批号 样品 份 按拟定的含量测定

方法测定样品中甘草酸的含量 结果平均含量为

片 ≥⁄ ν ∀

2 10  回收率试验

取已知含量的样品 份 分别加入一定量

的甘草酸铵对照品 按供试品溶液的制备方法制成检测溶

液 并依法测定 其平均回收率为 ≥⁄

ν 结果见表 ∀

表 1  回收率试验结果

Ταβ 1  ∏ √

样品量 含量 加入量 测得量 回收率 平均回收

率

ΡΣ∆

2 11  样品测定

按拟定的含量测定方法 测定了 批样品中甘草酸的

含量 结果见表 ∀

表 2  样品测定结果

Ταβ 2  ⁄ ∏

批号 含量 片

3  讨论

3 1  提取溶媒选择

比较了水 ! 甲醇 ! 甲醇 ! 甲醇及流动相提

取 结果色谱行为尤其是甘草酸的峰形无明显区别 但甘草

酸的含量以 甲醇提取最高 ∀

3 2  流动相的选择

比较了文献中常见的流动相系统甲醇2 醋酸

铵溶液2冰醋酸 Β Β ≈ 及其不同比例 甲醇2水2醋酸

Β Β ≈ 及其不同比例 结果对本品中甘草酸的分离均

不理想 峰形不好 前后有隐藏的肩峰 ∀经试验比较采用甲

醇2水2冰醋酸2三乙胺 Β Β Β 为流动相 可以得到很

好的分离 且峰形好 柱效高 ∀又经过对几批不同产地的甘

草药材测定 相同条件下 其 ° ≤ 色谱图有较明显的差

异 尤其是靠近甘草酸峰的前后 有的比较干净 有的始终

有一些小的杂质峰 ∀前者较易分离 后者用一般甘草酸的

流动相系统很难达到好的分离 而文中的流动相系统可以

使甘草酸和杂质成分得到有效地分离 ∀
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摘要 目的  建立高效液相色谱法测定补肾壮骨丸中淫羊藿苷的含量 ∀方法  乙醇提取后 用聚酰胺柱纯化 供试品

溶液在 ≤ 色谱柱上以甲醇2水2冰醋酸 Β Β 为流动相 下外标法测定 ∀结果  淫羊藿苷进样量在 ∗

Λ 内线性关系良好 ρ 平均回收率为 ≥⁄ ∀结论  本法操作简便 结果准确 可作为补肾

壮骨丸质量控制的方法 ∀
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ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ :ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  × √ ° ≤ ∏ ∏ ∏ ΜΕΤΗΟ∆  × 2

¬ ∏ ∏ × ∏ √ 2

≤ ∏ 2 2 Β Β √

× ¬ Ρ ΕΣΥΛΤΣ  

∗ Λ × √ √ ΡΣ∆ ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ×

∏ ∏ ∏

ΚΕΨ ΩΟΡ ∆Σ : ∏ ∏ ∏ ° ≤

  补肾壮骨丸为经验方 是由熟地黄 !骨碎补 !淫羊藿 !补

骨脂 !杜仲等 味中药材制成的水丸 具有补肾壮骨 !活血

通络 !搜风止痛之功效 临床用于退行性关节炎的治疗 取

得了较满意的疗效 ∀淫羊藿苷为淫羊藿的重要活性成分 ∀

本实验用聚酰胺柱对成药的醇提取物进行净化后 以反相

高效液相色谱法测定了淫羊藿苷的含量 方法操作简便 !结

果准确 !重现性好 为该药的质量控制提供了有效的方法 ∀

1  仪器与试药

岛津 ≤ 高效液相色谱仪 ≥°⁄ 紫外检测仪

≤2 数据处理机 聚酰胺 ∗ 目 解放军八三三零五

厂 甲醇为色谱纯 其余试剂均为分析纯 补肾壮骨丸

三批 辽宁大孤山制药厂 淫羊藿苷对照品 中国药品生

物制品检定所提供 面积归一化法测定其纯度达到

∀

2  方法与结果

2 1  色谱条件

色谱柱 ¬ ⁄≥柱 ≅ Λ 流动

相 甲醇2水2冰醋酸 Β Β 流速 检测波

长 ƒ≥ 进样量 Λ 理论塔板数按淫羊藿

苷峰计不低于 ∀

2 2  供试品溶液的制备与考察

取本品 精密称定 置 具塞锥形瓶中 精密加

入 乙醇 加塞 超声处理 放置 精密吸取上清

液 置蒸发皿中 水浴蒸至近干 用水定量转移至已处

理好的聚酰胺柱 内径 聚酰胺 干法装柱 先用

乙醇洗 继用 水洗 上 先后以水

乙醇 洗脱 收集乙醇洗脱液 !蒸干 残渣以甲醇溶解 !

定容于 量瓶中 摇匀 Λ 滤膜过滤 即为供试品

溶液 ∀经方法学考察 该纯化方法的回收率满足要求 洗脱

曲线见图 ∀

2 3  阴性对照品溶液的制备与测定

按成药处方制成不含淫羊藿的阴性样品 ∀依照 / 0

项下供试品溶液的制备方法配制阴性对照品溶液 ∀在上述

色谱条件下进样 记录色谱图 可见在与淫羊藿苷对照品峰

相应的位置上无干扰峰 而供试品色谱图该位置上有一相

应的峰 其停流紫外扫描图与对照品一致 在 处有

一肩峰 ∀对照品 !样品 !阴性对照品色谱图见图 ∀

2 4  线性关系

用淫羊藿苷对照品制备成 个浓度的系列溶液 摇匀

经 Λ 微孔滤膜过滤后 在上述色谱条件下分别进样

测定峰面积 以对照品进样量 Λ 为横坐标 以峰面积为纵

坐标 绘制标准曲线 回归方程 Ψ . Ξ ρ

淫羊藿苷进样量在 ∗ Λ 内具有良好

的线性关系 ∀

图 1  淫羊藿苷标准品经聚酰胺柱的洗脱曲线

Φιγ 1  ∞∏ ∏√

2 5  精密度试验

取淫羊藿苷对照品溶液在上述色谱条件下连续进样

次 其峰面积的 ≥⁄ ∀

2 6  稳定性试验

精密吸取同一供试品溶液 在

分别进样测定峰面积 ≥⁄为 则样品溶液在 内

稳定性良好 ∀

2 7  重现性试验

按 项下供试品溶液的制备方法平行配制同批样品

溶液 份 分别进样测试 计算淫羊藿苷含量 ≥⁄为

∀

2 8  回收率试验

取已知含量的样品 批号 精密称定 份 分

别加入高 !中 !低三种浓度的淫羊藿苷对照品 按 项下

供试品溶液的制备方法配制样品溶液 同法测定 计算回收

率为 ≥⁄为 ∀结果见表 ∀

2 9  样品测定

分别精密吸取对照品溶液和供试品溶液 进样测定 记

录色谱图 以外标两点法计算 批样品中淫羊藿苷的含量

结果见表 ∀
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图 2  淫羊藿苷标准品 !样品和阴性样品的 ° ≤ 图谱

Φιγ 2  ° ≤

淫羊藿苷标准品 补肾壮骨丸 ≤ 阴性样品 淫羊藿苷

∏ ∏ ∏ ≤

表 1  补肾壮骨丸中淫羊藿苷的回收率测定结果

Ταβ 1  √ ∏ ∏ ∏

称样量
样品中淫

羊藿苷

加入淫羊

藿苷

测得淫羊

藿苷
回收率

平均回

收率
ΡΣ∆

表 2  补肾壮骨丸中淫羊藿苷的含量测定结果 ν

Ταβ 2  ≤ ∏ ∏ ∏ ν

批号 含量 ≥⁄

3  讨论

3 1  本品处方中的君药熟地黄无对照品 无法定量 骨碎

补的活性成分柚皮苷虽有对照品 但其含量很低 方法也不

成熟 因此以测定臣药淫羊藿中的主要成分淫羊藿苷的含

量作为成药的质量控制方法 ∀

3 2  淫羊藿苷的含量测定方法有薄层紫外分光光度法≈

薄层扫描法≈ 高效液相色谱法≈ 和毛细管胶束电动色谱

法≈ ∀曾试用薄层扫描法 由于骨碎补中有效成分柚皮苷

与淫羊藿苷均为黄酮苷类 极性及理化性质较相似 二者难

于分离 直接影响淫羊藿苷的含量测定 ∀本实验选用

乙醇提取 可排除植物蛋白的干扰 聚酰胺对黄酮类成分有

选择吸附特性 因此以聚酰胺柱纯化 先用水洗 除去水溶

性杂质 再用 乙醇洗脱待测成分 ∀

在本实验建立的流动相系统 甲醇2水2冰醋酸 Β Β

下 分离效果良好 τ 值适宜 所用试剂毒性小 !价格便

宜 适合企业生产中的质量控制 ∀
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