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HPLC 同时测定丹绿补肾胶囊中次野鸢尾黄素和胡椒碱的含量 
 

王文鹏 1，李响明 1，周永妍 1*，冯玉康 1，郝鹏彬 1，高亮 1，孙胜斌 1，姜国志 2
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 
摘要：目的  建立同时测定丹绿补肾胶囊中次野鸢尾黄素、胡椒碱含量的 HPLC 方法。方法  选用 Agilent ZORBAX Eclipse 

Plus C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)，乙腈-0.2%磷酸为流动相(41∶59)，流速为 1.0 mL·min1，柱温为 40 ℃，检测

波长为 266 nm。结果  次野鸢尾黄素和胡椒碱分别在 0.010 30~0.309 0 μg，0.081 73~2.451 9 μg 内呈良好的线性关系，相

关系数≥0.999 8；加样回收率(n=9)分别为 99.7%，100.6%；RSD 分别为 1.2%，0.9%；样品在 24 h 内稳定，次野鸢尾黄

素和胡椒碱 RSD 分别为 1.6%，0.6%；在测定样品中，次野鸢尾黄素和胡椒碱最低含量分别为每粒 0.35，6.4 mg。结论  该

方法简便、准确、重复性好，可作为丹绿补肾胶囊的质量控制方法。 
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Simultaneous Determination of Irisflorentin and Piperine in Danlyu Bushen Capsules by HPLC 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an HPLC method for the simultaneous determination of irisflorentin and piperine in 
Danlyu Bushen capsules. METHODS  The HPLC was carried on Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18(4.6 mm×250 mm, 5 μm), 

the mobile phase acetonitrile-0.2% phosphoric acid (41∶59), the flow rate was 1.0 mL·min1, the column temperature was 40 ℃, 

detection wavelength was 266 nm. RESULTS  Under the chromatographic conditions, irisflorentin in 0.010 300.309 0 μg 

(r=0.999 8); piperine in 0.081 732.451 9 g (r=0.999 8), had good linear relationship. Irisflorenti and piperine average sample 
recovery rate (n=9) were 99.7% and 100.6%; RSD were 1.2%, 0.9%, respectively. In the sample, the minimum content of 
irisflorentin and piperine was 0.35, 6.4 mg per granule, respectively. CONCLUSION  The method is simple, accurate and has a 
good repeatability. It can be used as the quality control method of Danlyu Bushen capsules. 
KEY WORDS: Danlyu Bushen capsules; irisflorentin; piperine; HPLC; content determination 
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丹绿补肾胶囊(曾用名：勐龙胶囊)源自云南西

双版纳傣族医药古籍《档哈雅》中记载的验方，

是由白花丹、绿包藤、射干、胡椒、干姜提取精

制而制得的一种胶囊剂[1]。用于阴阳两虚所致阳痿

遗精，腰膝酸软，身体乏力。可用于治疗男性形

衰体弱，性欲低下甚或阳痿、遗精、精少、精冷、

不育等，以及女性未老先衰，容颜无华，颜面黑

斑，月经不调、痛经、闭经、宫寒不孕等[1-2]。 

现行丹绿补肾胶囊质量标准[3]采用 HPLC 以

甲醇-水(77∶23)为流动相测定胡椒中胡椒碱的含

量，测定成分单一。目前报道的关于胡椒中胡椒

碱和射干中次野鸢尾黄素的测定方法多为单独测

定[4-11]。笔者采用现有文献报道的方法测定丹绿补

肾胶囊中次野鸢尾黄素时发现其与相邻峰的分离

度较差，甚至会出现合峰。为了更全面地多指标

反映产品的质量，本着简便、快捷、有效的原则，

本实验研究使用普通液相色谱仪、等度洗脱同时

测定丹绿补肾胶囊中的次野鸢尾黄素和胡椒碱

含量的方法。 

1  仪器与试剂 

Agilent 1260 型高效液相色谱仪，Agilent 

ZORBAX Eclipse Plus C18(4.6 mm×250 mm，5 μm)

色谱柱；CPA225D 电子天平(德国赛多利斯)；SHB-

Ⅲ循环水式真空泵(郑州长城科工贸有限公司)；

KH3200E 型超声清洗器(昆山禾创超声仪器有限

公司)。 
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乙腈(色谱纯，天津科密欧化学试剂有限公

司)；磷酸(分析纯，天津科密欧化学试剂有限公

司)；次野鸢尾黄素对照品(批号：111557-200602；

纯度：100%)、胡椒碱对照品(批号：110775-201405；

纯度：98.9%)均由中国食品药品检定研究院提供；

丹绿补肾胶囊(云南神威施普瑞药业有限公司，批

号：15070551，15070651，15070751，15101161，

15101261 ， 15101361 ， 16051651 ， 16051751 ，

16051851，16051951)。 

2  方法与结果 

2.1  测定方法 

2.1.1  色谱条件  以十八烷基硅烷键合硅胶为填

充剂；以乙腈-0.2%磷酸水溶液(41∶59)为流动相；

检测波长为 266 nm；柱温为 40 ℃；流速为

1.0 mL·min1；进样量为 20 μL。理论板数按胡椒

碱峰计算应≥5 000。 

2.1.2  对照品溶液的制备  分别取次野鸢尾黄素

和胡椒碱对照品适量，精密称定，置棕色量瓶中，

加甲醇制成每 1 mL 含次野鸢尾黄素 10 μg、胡椒

碱 80 μg 的溶液，作为混合对照品溶液。 

2.1.3  供试品溶液的制备  取丹绿补肾胶囊内容

物约 0.35 g，精密称定，至具塞锥形瓶中，精密加

入甲醇 25 mL，密塞，称定质量，超声处理 30 min，

放冷，再称定质量，用甲醇补足减失质量，摇匀，

过滤，取续滤液，即得。 

2.2  方法学考察 

2.2.1  系统适用性及专属性试验  分别按处方比

例和样品制备工艺不加射干和胡椒制成阴性样

品，按“2.1.3”项下方法制成射干、胡椒的阴性

样品溶液。 

取对照品溶液、供试品溶液和阴性样品溶液

进行检测，考察方法的适用性及专属性。结果表

明，样品中各个峰分离较好，峰形对称，并且阴

性无干扰，该方法专属性良好，结果见图1。 

2.2.2  线性范围考察  取“2.1.2”项下混合对照

品溶液，分别进样 1，2，5，10，20，30 μL，测

定峰面积，以峰面积(Y)为纵坐标，进样量(X，g)

为横坐标，进行线性回归，得标准曲线。 

次野鸢尾黄素回归方程为 Y=4 445.4X1.513，

r=0.999 8，进样量在 0.010 30~0.309 0 μg 内与峰面

积呈良好的线性关系；胡椒碱回归方程为

Y=5 517.6X55.041，r=0.999 8，进样量在 0.081 73~ 

2.451 9 μg 与峰面积呈良好的线性关系。 

 
图 1  丹绿补肾胶囊的含量测定图谱 
A混合对照；B样品；C射干阴性；D胡椒阴性；1次野鸢尾黄素；

2胡椒碱。 

Fig. 1  Determination of the content of Danlyu Bushen 
capsule 
Amixed control solution; Bsample solution; CBelamcandae Rhizoma 

negative sample solution; DPiperis Fructus negative sample solution; 

1irisflorentin; 2piperine. 

2.2.3  仪器精密度试验  取同一供试品溶液，按

“2.1.1”项下色谱条件重复进样 5 次，测定峰面

积，计算次野鸢尾黄素与胡椒碱色谱峰面积的

RSD 分别为 0.2%和 0.6%，结果表明仪器精密度

良好。 

2.2.4  稳定性试验  取同一供试品溶液，分别于

0，1，2，4，8，12，24 h 测定，计算次野鸢尾黄

素与胡椒碱峰面积的 RSD 分别为 1.6%和 0.6%，

结果表明供试品溶液室温放置 24 h 稳定。 

2.2.5  重复性试验  分别取取同一批样品(批号：

16070811) 0.175，0.350，0.525 g 各 3 份制备供试

品溶液，按“2.1.1”项下色谱条件测定，测得次

野鸢尾黄素和胡椒碱含量的 RSD 分别为 1.2%和

1.1%。结果表明重复性良好。 

2.2.6  回收率试验  取已知含量丹绿补肾胶囊(批

号：16070811)9 份，分别精密加入一定量的次野

鸢尾黄素和胡椒碱对照品，按“2.1.3”项下方法

制成低、中、高浓度的供试品溶液，按“2.1.1”

项下色谱条件测定。次野鸢尾黄素平均回收率为

99.7%，RSD 为 1.1%，胡椒碱含量为 100.6%，RSD

为 0.9%。 

2.2.7  含量测定  取 10 批次样品，按“2.1.3”项
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下方法制备供试品溶液，并按“2.1.1”项下色谱

条件进行测定。结果见表 1。 

表 1  丹绿补肾胶囊中次野鸢尾黄素和胡椒碱含量测定结果 

Tab. 1  Determination of the content of irisin and piperine 
in Danlyu Bushen capsule 

样品 
每粒含量/mg 

次野鸢尾黄素 胡椒碱 

样品 1 0.56 6.4 

样品 2 0.54 7.5 

样品 3 0.38 7.4 

样品 4 0.42 8.1 

样品 5 0.47 7.6 

样品 6 0.47 6.9 

样品 7 0.52 7.2 

样品 8 0.43 8.0 

样品 9 0.35 7.5 

样品 10 0.38 7.4 

3  讨论 

3.1  波长的选择 

分别取次野鸢尾黄素、胡椒碱对照品溶液，

注入液相色谱仪，采用二极管阵列检测器进行光

谱扫描，对比 2 个对照品的紫外光谱图，最终选

择 266 nm 为检测波长。 

3.2  供试品溶液制备方法的选择 

为了选择样品的最佳提取方式，对超声、回

流等进行了综合评价，结果显示超声、回流 2 种

方式的含量基本一致，同时对提取溶剂(水、甲醇、

30%甲醇水溶液、50%甲醇水溶液、70%甲醇水溶

液)和提取时间(20，30，40 min)进行考察，本着快

捷简便的原则，最终确定用甲醇超声处理 30 min。 

3.3  流动相的选择 

流动相分别选用乙腈-0.2%磷酸水溶液、乙腈

-0.2%甲酸水溶液、乙腈-0.2%冰醋酸水溶液，反复

试验调节流动相的比例，结果表明乙腈-0.2%磷酸

水溶液(41∶59)分离效果较好。 

3.4  柱温的考察 

样品分别在 35，40，45 ℃柱温下测定，结果

表明柱温对胡椒碱无显著影响，对次野鸢尾黄素

前后峰的分离程度，柱温为 40 ℃时分离效果较好。 

3.5  结论 

本研究建立了同时测定丹绿补肾胶囊中次野

鸢尾黄素与胡椒碱含量的 HPLC 方法，结果表明

该方法简单可靠，可作为丹绿补肾胶囊中次野鸢

尾黄素和胡椒碱的质量控制方法，样品处理方法

简便，重复性良好。 
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