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高效液相色谱柱前衍生化法测定胚宝胶囊中盐酸赖氨酸的含量
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摘要：目的　 建立高效液相色谱柱前衍生化法测定胚宝胶囊中盐酸赖氨酸的含量。方法　 采用２，４二硝基氟苯为衍生化试剂
进行柱前衍生，色谱柱为Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ － Ｃ１８（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为乙腈０． ０４ ｍｏｌ·Ｌ１磷酸二氢钾水溶液（４０∶ ６０），
检测波长为３６０ ｎｍ，流速为１． ０ ｍＬ·ｍｉｎ１。结果　 盐酸赖氨酸在０． １２ ～ ５． ７４ μｇ内线性关系良好，相关系数ｒ ＝ ０． ９９９ ９。平
均回收率为９９． ５５ ％，（ＲＳＤ ＝ ０． ４８ ％，ｎ ＝ ７）。结论　 该方法简单、快速、重复性好，可作为胚宝胶囊的质量控制方法。
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　 　 胚宝胶囊是由羊胎盘用酶水解后加适量淀粉制
成的中成药制剂，具有补肾温阳，养血填精之功用，
用于肾阳不足，精血亏虚，食欲不振等症状。原标准
收载于中药部颁标准第十五册，采用氮测定法控制
产品质量，测定时干扰大且操作复杂烦琐。盐酸赖
氨酸为羊胎盘的主要成份之一［１］，其在药品中的含
量可以更好地表征药品的质量。本实验首次采用高
效液相色谱柱前衍生化法对胚宝胶囊中盐酸赖氨酸
进行含量测定，为该制剂的质量控制提供有效、可行
的方法。
１　 仪器与试药

Ｗａｔｅｒｓ ２６９５高效液相色谱仪，Ｗ２４８７双通道紫
外可见检测器，Ｅｍｐｏｗｅｒ色谱工作站；乙腈为色谱
纯；其它试剂为分析纯；盐酸赖氨酸对照品（Ｌｌｙｓｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，批号：１４０６７３２００４０５）由中国药品生
物制品检定所提供；胚宝胶囊及缺羊胎盘的阴性制
剂均由浙江大德药业集团有限公司提供。
２　 方法与结果

２． １　 供试品溶液的制备
取本品内容物，研细，取约０． ５ ｇ，精密称定，置

三角烧瓶中，精密加入１０％甲醇溶液２５ ｍＬ，称重，
超声处理３０ ｍｉｎ（５６ ｋＨｚ，３００ Ｗ），冷却，称重，用
１０％甲醇溶液补足减失的重量，离心，精密量取上清
液１． ０ ｍＬ，置２５ ｍＬ量瓶中，加入０． ０５ ｍｏｌ·Ｌ１碳
酸钠溶液１． ０ ｍＬ和１％２，４二硝基氟苯的乙腈溶液
１． ０ ｍＬ，摇匀，置于６０ ℃水浴中加热３０ ｍｉｎ，期间应
不时振摇，取出，放冷，加０． ０１ ｍｏｌ·Ｌ１磷酸氢二钾
溶液至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得。
２． ２　 对照品溶液的制备

取盐酸赖氨酸对照品适量，精密称定，加１０％甲醇
溶液制成每１ ｍＬ中约含０． １２ ｍｇ的溶液。精密量取
１． ０ ｍＬ，置２５ ｍＬ量瓶中，自“加入０． ０５ ｍｏｌ·Ｌ１碳酸
钠溶液１． ０ ｍＬ”起同“２． １”项下方法制备。
２． ３　 阴性对照试验

取缺羊胎盘的阴性制剂，按“２． １”项下方法，制
备阴性对照液。
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２． ４　 色谱条件
色谱柱：Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ － Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５

μｍ），流动相：乙腈０． ０４ ｍｏｌ·Ｌ１磷酸二氢钾水溶
液（４０ ∶ ６０），检测波长：３６０ ｎｍ，流速：１． ０
ｍＬ·ｍｉｎ１，进样量为１０ μＬ。理论板数按盐酸赖氨
酸峰计算应不低于４ ０００。

分别吸取对照品、供试品及阴性对照液各１０
μＬ，在此色谱条件下进样，根据色谱图可知阴性样
品对盐酸赖氨酸的测定无干扰，且衍生化后的盐酸
赖氨酸色谱峰与相邻其它组分峰分离度良好。
２． ５　 线性关系考察

取盐酸赖氨酸对照品适量，精密称定，加１０％甲
醇溶液制成初始浓度为０． ５７３ ６ ｍｇ·ｍＬ１的对照品
储备液，并配比稀释成盐酸赖氨酸浓度分别为
０． ０１１ ９５，０． ０２３ ９，０． ０７１ ７，０． １４３ ４，０． ２８６ ８，０． ４５８ ９，
０． ５７３ ６ ｍｇ·ｍＬ１的工作溶液，同法衍生化后进样，以
盐酸赖氨酸浓度为横坐标（Ｃ，ｍｇ·ｍＬ１），峰面积积
分值为纵坐标（Ａ），绘制标准曲线，其回归方程为：

Ａ ＝４ ２１７ ５５８Ｃ７ ７５５． ４５，ｒ ＝０． ９９９ ９

结果表明，盐酸赖氨酸在０． １２ ～ ５． ７４ μｇ内线
性关系良好。
２． ６　 仪器精密度试验

取“２． ２”项下对照品溶液，重复进样６次，测定
峰面积，其ＲＳＤ为０． ２９％，仪器精密度良好。
２． ７　 重复性试验

按“２． １”项下平行制备７份供试品溶液（批号：
０５１２０１），按拟定的含量测定方法进行７次平行测
定，结果平均含量为６． ３１ ｍｇ·ｇ１，ＲＳＤ为２． ０９％。
２． ８　 稳定性试验

取衍生化后的供试品溶液（批号：０５１２０１），每
隔一定时间进样，测定峰面积，结果ＲＳＤ ＝ ２． ６２％，
表明经过衍生化处理后的供试品溶液至少在７２ ｈ
内稳定。
２． ９　 回收率试验

精密称取已知盐酸赖氨酸含量的供试品７份
（批号：０５１２０１），分别加入一定量盐酸赖氨酸对照
品溶液，按“２． １”项下操作，测定盐酸赖氨酸含量，
计算回收率。结果见表１。

表１　 回收率试验结果
Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ

序号 称样量／ ｇ 测得量／ ｍｇ 加入量／ ｍｇ 原有量／ ｍｇ 方法回收率／ ％ 平均回收率／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ ０． ２４９ ３ ３． ８４８ ２． ２９５ １． ５７４ ９９． ０８ ９９． ５５ ０． ４８

２ ０． ２５６ ６ ３． ９１２ ２． ２９５ １． ６２０ ９９． ８６

３ ０． ２５２ １ ３． ８６８ ２． ２９５ １． ５９２ ９９． １８

４ ０． ２４９ ６ ３． ８７ ２． ２９５ １． ５７６ ９９． ９６

５ ０． ２５３ ６ ３． ８７５ ２． ２９５ １． ６０１ ９９． ０７

６ ０． ２５１ ３ ３． ８８８ ２． ２９５ １． ５８７ １００． ２７

７ ０． ２５３ ２ ３． ８８１ ２． ２９５ １． ５９９ ９９． ４５

２． １０　 样品含量测定
取不同批号胚宝胶囊，按“２． １”项下方法处理，

进行ＨＰＬＣ分析，计算盐酸赖氨酸的含量，结果见表
２。
表２　 胚宝胶囊中盐酸赖氨酸的含量测定结果（ｎ ＝ ４）
Ｔａｂ ２　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ Ｌｌｙｓｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎ Ｐｅｉｂａｏ ｃａｐｓｕｌｅ（ｎ
＝ ４）

批号 含量／ ｍｇ·ｇ － １ ＲＳＤ ／ ％

０５１２０１ ６． ２８ １． ５９
０６０３０１ ５． ９５ ０． ５４
０６０７０１ ６． ２３ ０． ３３

３　 讨论
３． １　 盐酸赖氨酸结构中无发色基团，采用一般的
ＨＰＬＣ与ＵＶ检测器无法测定其含量。目前报道的

测定盐酸赖氨酸的方法主要有定氮法、高效液相色
谱－蒸发光散射检测法［２］等。二硝基氟苯衍生化
法步骤简单，反应速度快，剩余试剂不干扰测定，因
此在氨基酸含量测定中应用较为广泛［３］。本实验
采用二硝基氟苯柱前衍生化法－高效液相法测定盐
酸赖氨酸的含量，比原有标准中氮测定法更确切，具
有分析时间短、重现性好、稳定性好等优点，对控制
胚宝胶囊质量起到一定的作用。
３． ２　 衍生化条件的优化　 取“２． ２”项下的对照品
溶液，通过对衍生化试剂用量（０． ５，１． ０，２． ０ ｍＬ）、
衍生化温度（４０，６０，８０ ℃水浴）、衍生化时间（２０，
３０，４０，６０ ｍｉｎ）的比较，最终选择衍生化条件为“加
入０． ０５ ｍｏｌ·Ｌ１碳酸钠溶液１． ０ ｍＬ和１％２，４二硝
基氟苯的乙腈溶液１． ０ ｍＬ，摇匀，置于６０ ℃水浴中
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加热３０ ｍｉｎ”。
３． ３ 　 供试品提取条件的优化　 通过对提取溶剂
（水、１０％甲醇、３０％甲醇、５０％甲醇）、提取方式（加
热回流、水浴超声）、提取时间（超声２０，３０，４０
ｍｉｎ）、取样量（０． ２５，０． ５０，０． ７５ ｇ）的比较，最终选择
供试品的提取条件为“取约０． ５ ｇ，精密称定，置三
角烧瓶中，精密加入１０％甲醇溶液２５ ｍＬ，超声处理
３０ ｍｉｎ”。
３． ４　 色谱柱的选择　 色谱柱分别选择Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ －
Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）、大连依利特ｈｙｐｅｒｓｉｌ
ＯＤＳ２（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）、Ｅｘｔｅｎｄ － Ｃ１８（２５０
ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５ μｍ）色谱柱，流动相均为乙腈０． ０４
ｍｏｌ·Ｌ１磷酸二氢钾水溶液（４０ ∶ ６０），检测波长为
３６０ ｎｍ。由表３可知，三种色谱柱所得供试品（批
号：０５１２０１）含量结果均在误差范围内，说明该含量
测定的耐用性较好。在样品测定中，最后选择
Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ － Ｃ１８色谱柱。

表３　 色谱柱的选择（ｎ ＝ ４）
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ＨＰＬＣ测定三七花蕾中的皂苷含量研究
张媛，崔蓉，杜洪建，杨奕（金华职业技术学院医学院药学系，浙江金华３２１０１７）

摘要：目的　 建立三七花蕾中８种四环三萜皂苷（人参皂苷Ｒｇ１、Ｒｅ、Ｒｂ１、Ｒｃ、Ｒｂ２、Ｒｂ３、Ｒｄ和三七皂苷Ｒ１）的高效液相色谱定
性定量测定方法。方法　 采用Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＯＤＳ（４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，５ μｍ）分析柱，以含０． ００５％甲酸的乙腈水进行梯度洗脱，在
６５ ｍｉｎ内获得良好分离。结果　 三七花蕾中８种皂苷在一定的浓度范围内，与峰面积呈良好的线性关系，回收率分别为：Ｒ１
９５． ６％ ～ １０２． ５％（ｎ ＝ ３），Ｒｇ１ ９８． ８％ ～ １０３． １％（ｎ ＝ ３），Ｒｅ ９５． ３％ ～ １０１． ７％（ｎ ＝ ３），Ｒｂ１ ９８． ９％ ～ １０１． １％（ｎ ＝ ３），Ｒｃ
９５． ６％ ～１０２． ３％（ｎ ＝ ３），Ｒｂ２ ９９． ０％ ～ １００． ４％（ｎ ＝ ３），Ｒｂ３ ９９． ２％ ～ １００． ３％（ｎ ＝ ３），Ｒｄ ９５． ０％ ～９６． ８％（ｎ ＝ ３）。结论　 该
方法灵敏快速，准确可靠，可用于三七花蕾的质量控制。
关键词：三七；花蕾；皂苷；高效液相色谱法
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