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"#$%测定益肾灵颗粒中补骨脂素和异补骨脂素的含
量

$

!桂劲松!韦汉燕!戴平!朱开梅!!桂林医学院药学院!桂林 &'())'"

摘要!目的!建立用高效液相色谱法测定益肾灵颗粒中补骨脂素和异补骨素含量的方法" 方法!采用 %

(*

柱#+&) ,,-'./

,,$%甲醇0).)+& ,123$磷酸水溶液#&&4'&$为流动相&流速为 (.) ,23,56%检测波长为 +'& 6," 柱温! 7&8%结果!补骨脂素

在 ).)(9+' :).(9+'

!

;具有良好的线性关系&平均回收率为 ()).7<&!"#=).)(9#$ =/$%异补骨脂素在 ).)+&* :).+&*

!

;

具有良好的线性关系&平均回收率为 >>.>><&!"#=).)(> >#$ =/$" 结论!该方法简便灵敏&重现性好&是控制益肾灵颗粒内

在质量的有效方法"

关键词!益肾灵颗粒%补骨脂素%异补骨脂素%高效液相色谱

中图分类号!?+*'.+!!文献标识码!@

!!益肾灵颗粒收载于 +))& 年版的药典中#由枸杞

子$女贞子等十三味药构成#具有温阳补肾的功效#

用于肾气亏虚$阳气不足所致的阳痿$早泄$遗精和

弱精症%(&

#药典中益肾灵颗粒没有制定含量测定标

准' 补骨脂为益肾灵处方中的主药#补骨脂的主要

活性成分为补骨脂素和异补骨脂素' 为了有效$准

确地控制益肾灵颗粒的质量#本实验选用补骨脂为

含量指标成分#采用高效液相色谱法#建立了一种分

离率高$稳定性好$分析速度快的益肾灵颗粒中补骨

脂素的含量测定方法#为控制制剂质量提供了可靠

的方法'

(!仪器与试剂

美国 @A%BCDE高效液相层析系统((+& F120

GH6IC1JK2H压力泵#(// LHIHMI1N分析仪' 超声仪

!O'/)3D#ONP6QQ165M#德国")补骨脂素标准对照品

!97>0+)))+)>"和异补骨脂素标准对照品 !)97*0

+))7)>"购自中国药品生物制品检定所)试剂均为

分析纯!D?"#益肾灵颗粒由桂林三金集团提供#批

号为 )/)')($)9)&)( 与 )9)/)('

+!方法与结果

+.(!色谱条件!色谱柱为 @HMR,P6 公司的十八烷

基硅烷键合胶柱 SLF 分析柱!'& ,,-'./ ,,#&

!

,")柱温为 7& 8)流动相为甲醇0).)+& ,123$磷

酸水溶液!&&4'&"#检测波长为 +'& 6,)进样量 ()

!

2' 在此条件下补骨脂素和异补骨脂素与其它成分

达到基线分离#经计算理论塔板数大于 & )))'

+.+!对照品溶液的制备!分别取补骨脂素和异补

骨脂素约适量#精密称定#置于 &) ,2的容量瓶中以

甲醇适量溶解并超声 () 分钟后再加甲醇至刻度#经

).'&

!

,微孔滤膜滤过#制成混合储备溶液!补骨脂

素和异补骨脂素浓度分别为补骨脂素和异补骨脂素

浓度分别为)T)*/ +#).(+> ) ,;3,2"'

+.7!供试品溶液的制备!取本品约 +.& ;研细#精

密称定#置于 +& ,2的容量瓶中#加入甲醇适量#超

声处理 7) 分钟#放冷#加甲醇至刻度#摇均#用滤纸

滤过#再经 ).'&

!

,微孔滤膜滤过#即得'

+.'!阴性样品溶液的制备!取以处方比例缺补骨

脂共十二味药材#加水煎煮 + 次#每次 + 小时#合并

煎液#滤过#滤液静置 (+ 小时#滤取上清液#浓缩至

相对密度为 (T(*!*) 8"的清膏#取清膏#加适量的

糖粉#搅匀#制成颗粒#低温干燥#制成 + &)) ;#即

得' 再按*+.7+项下方法#制成阴性样品溶液'

+.&!专属性试验!取阴性对照溶液$对照溶液及供

试品溶液#按上述色谱条件测定#结果阴性对照溶液

在与补骨脂素$异补骨脂素对照品相同保留时间处#

未显示色谱峰#认为无干扰'

+./!线性关系考察!分别精密吸取*+.++项下制

得的储备液 ).&$(T)$+.)$7.)$'.)$&.) ,2分别置

于 +& ,2容量瓶中#加甲醇稀释至刻度#摇均' 分别

吸取上述对照品溶液 ()

!

2按上述色谱条件进行测

,)9,

!%&'()*&%+,!('- +./!'#&/&+('- 01&(2"232#&0&(2
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定' 以峰面积的积分值为纵坐标 4#进样量为横坐

标U!

!

;"#绘制标准曲线#计算回归方程(补骨脂

素(4=(&>.9/*V)T7)) 7#N=).>>> *#线性范围为

).)(9 +' V).(9+ '

!

;#在此范围内线性关系良好)

异补骨脂素(4=(7>.'*V).7/7 &#5=).>>> *#线性

范围为 ).)+& * V).+&*

!

;#在此范围内线性关系良

好'

+.9!精密度实验!吸取上述*+.++项下制得的混

合储备溶液 ()

!

2#连续进样 & 次#测定峰面积的积

分值' 结果补骨脂素的 !"#为 ).>)/<)异补骨脂

素的!"#为 )T*'(<'

+.*!重复性实验!同一批号!)9)&)("的样品#平

行取样 / 份约 +T& ;#精密称定#加甲醇适量#超声

7) 分钟处理后定容于 +& ,2的容量瓶中#摇匀#先用

滤纸滤过#再经 ).'&

!

,微孔滤膜滤过#即得供试

品溶液' 取上述 / 份供试品溶液分别进样 ()

!

2进

行测定#结果补骨脂素平均含量为 /7.')

!

;3;#!"#

为 +.+9<)异补骨脂素的平均含量为 &).()

!

;3;#

!"#为 (T/><'

+.>!稳定性实验!取一批号为!)9)&)("的样品约

+.& ;#精密称定#加甲醇适量#超声处理 7) 分钟溶

解后定容于 +& ,2的容量瓶中#先用滤纸滤过#再经

).'&

!

,微孔滤膜滤过#即得供试品溶液#分别于

)$+$'$/$* 小时进样 ()

!

2进行测定#结果补骨脂素

!"#为 (T/+<)异补骨脂素 !"#为 (.7/<' 表明

供试品溶液在 * 小时内基本稳定'

+.()!加样回收率实验!取同一批号样品六份各约

+.& ;分别置于 +& ,2的容量瓶中加适量的甲醇溶

解并超声 () 分钟#另取储备液适量分别加入上述六

份样品溶液中#加甲醇至刻度制成样品溶液六份#先

用滤纸滤过#再经 ).'&

!

,微孔滤膜滤过#即得'

取上述六份样品溶液 ()

!

2分别进样#按制剂含量

测定方法测定含量#计算加样回收率' 结果补骨脂

素平均回收率 ())T7<#!"#为 (.9<#异补骨脂素

相应为 >>.>><$(T>><'

+.((!样品含量测试!见表 ('

表 (!样品测定结果#$ =7$!!3,;';

V(

批号 补骨脂素含量 异补骨脂素含量

+))/)')( ).)/7 ) ).)'> 7

+))9)&)( ).)/7 ' ).)&) (

+))9)/)( ).)/7 + ).)'> 9

7!讨论

7.(!检测波长的选择!补骨脂素于 +)>$+'&$+>)

6,波长处分别有最大吸收)异补骨脂素于 +)&$

+'/$+>* 6,波长处分别有最大吸收' 因二者在 +'&

6,处有最大吸收#灵敏度高#可减少取样量#减少对

柱污染#故本实验选择 +'& 6,为检测波长'

7.+!流动相的选择!在以高效液相色谱法测定药

品中补骨脂素与异补骨脂素含量时#曾选用纯甲醇

作为流动相#但有效峰的保留时间以及补骨脂素与

异补骨脂素的分离度不够理想#根据文献记载在以

"#$%法测定补骨脂中选用一些不同的流动相#经

比较#以甲醇0水!&&4'&"为流动相时均得到较理想

的保留时间与分离度' 而流动相中若水的比例下降

或柱温升高均会使补骨脂素与异补骨脂素的分离度

降至 (.& 以下#影响分离效果)本实验先后以甲醇0

水!&&4'&"$甲醇0).)+& ,123$磷酸水溶液!&&4

'&"$乙腈0水!')4/)"$乙腈0).)+& ,123$磷酸水溶

液!7)49)"为流动相系统进行了考察#在流动相为

甲醇0).)+& ,123$磷酸水溶液!&&4'&"系统时# 益

肾灵颗粒供试品中补骨脂素$异补骨脂素与相邻组

分分离度良好'

7.7!供试品溶液提取剂的选择!分别采用了甲醇$

乙醇及 &)<甲醇$不同浓度的甲醇水溶液进行超声

提取作为提取溶剂#结果显示甲醇提取较为完全'

7.'!供试品溶液提取方法的选择!本试验分别对

超声处理法!文献报道方法"和索氏提取法!中国药

典 +))& 年版一部"进行了考察#测定结果提示#两种

方法提取结果接近' 鉴于超声处理方法简便$快速#

故确立超声处理法为供试品溶液制备方法'

7.&!供试品溶液提取时间的选择!对超声时间进

行了考察# 益肾灵颗粒样品处理 +)$7)$') 分钟#结

果表明超声处理 7) 分钟#补骨脂素和异补骨脂素基

本提取完全'

总之#本法具有灵敏度高$稳定性与回收率好$

特异性高$干扰少$样品处理简单$成本较低等特点#

所得补骨脂色谱峰形对称且无肩峰#采用峰面积的

积分值对进样量回归#相关性较好' 是控制本品质

量的有效方法'
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