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摘要 目的 , 建立一种反相高效液相色谱分析方法
,

同时测 定小柴胡汤 中黄答普和甘草酸的含量
。

方法 , 采

用 ( − ./0 1 2 3 4 56 7 8
9: % ;、

柱 )!
;

 < < 8 � = 4< <
,

> 51 +
,

以 乙 睛 一 �
;

� ?≅ 磷酸溶液 为流动相
,

梯 度洗脱
,

流速

?
;

Α< 口< .1
,

柱温 �= ℃
,

检测波长为 � = 4 1 <
。

结果 , 黄答普和甘草酸单按盐在 =� < .1 内即实现良好分 离
,

黄答

普浓度在 ?�
;

  
一
!� =

;

� 酬 < ∃ 线性范 围内呈良好 的线性关系
,

其回归方 程为
, Β 二 ?Χ

;

Δ�  8 Ε ? ∗
;

ΧΔ �
, , Φ

�
;

ΧΧ Χ Γ
。

甘草酸在 ?
;

ΧΓ Γ 一
 ∗

;

 � 岁< ∃ 的线性 范围 内呈 良好的线性关 系
,

其 回 归方程为
, Β 二 ?�

;

Δ = Η 十

 
;

 ! ∗ ∗
, , Φ �

;

ΧΧ Χ Δ
。

两种成分精密度试验 Ι>∋
ϑ ?≅ Κ !Γ Λ 内稳定性试验 Ι 9∋ ϑ /≅ Κ加样回收率试验 Ι 9∋ ϑ

�≅
。

结论 , 该方 法简便快速
、

准确可靠
,

能 同时测 定小柴胡汤 中黄答普及甘草酸两种有效成分的含量
,

为有

效控制小柴胡 汤的质量提供参考
。
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小柴胡汤源于东汉时期 张仲景《伤寒论》中经

典方剂
。

具有和解少 阳
、

疏利 三焦气机之功
。

现代

研究证实
,

小柴胡汤具有调节细胞免疫
、

诱生多种细

胞因子
,

具有有效调节机体免疫 的作用
’」。

目前
,

小柴胡汤在临床上应用十分广泛
,

国内已有多种以

小柴胡汤为基础的中成药剂
。

小柴胡汤由柴胡
、

黄答
、

半夏
、

生姜
、

党参
、

甘草
、

大枣七味药组成
一

’一
,

其 中黄芬是方中主药之一
。

黄

答是唇形科植物
,

其根味苦性寒
,

含数种黄酮昔类
,

黄答昔是其主要有效成分
,

含量约 占黄琴 生药 的

!
;

�≅ 一 =
;

� ≅
,

黄答昔具有清热解毒
、

利胆
、

降低转

氨酶
、

抑菌
、

抗炎
、

抗 变态反应等药理作用
∗ 〕Κ 甘草
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;

是豆科植物甘草的干燥根及根茎
,

具有清热解毒
、

止

咳祛痰
、

补脾和胃
、

调和诸药 的功效
,

历代皆视其为

重要药物
,

甘草提取物中的主要有效成分为甘草酸
。

以往在控制小柴胡汤及其制剂的质量方面
,

大多是

通过测定其中黄芬昔含量 的方法 〔‘
一  

一 ,

要全面控制

小柴胡汤的含量不应只测定其中一种成分
,

而应通

过测定其中多种成分的含量来控制其质量
,

甘草 中

甘草酸在小柴胡汤的药理药效方面起了很重要的作

用
,

因此有必要测定其中甘草酸的含量
,

从而达到控

制小柴胡汤质量的 目的
,

对于测定甘草 中甘草酸含

量的方法
,

以往文献多有报道 仁Δ
一 Χ 〕

,

但没有采用同一

分析方法同时测定小柴胡汤中多种有效成分含量的

方法
。

本研究应用 ∀ #∃% & ∋ ( ∋ 法 同时测定小柴胡汤

中两味中药的主要有效成分黄芬昔及 甘草酸的含
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�! ���  ς
4

;

 

量
。

现报告如下
。

仪器与试药

?
;

? 仪 器 (>./ 01 2 ?? �� ∃% 高效液相色谱仪
,

低压

四元梯度 泵
,

在线脱气机
,

自动进样器
,

柱 温箱
,

%Λ0 < >27 2.4 1
色谱工作站

。

上海淀久 ∋ ε 一 � ! 药材粉

碎机 , Ψβ竹∃β Ι (β � ! � 电子天平
。

?
;

� 试药 黄芬昔对照品
、

甘草酸单钱盐对照品均

购自中国药品生物制品检定所
,

乙睛为色谱纯 )购

自 γ. >Λ 05 公司+
,

磷酸为分析纯 )购自上海精细科技

研究所 +
,

水 为重蒸水
。

柴胡
,

制半夏
,

红 枣
,

炙甘

草
,

购自上海康桥 中药饮片有限公司 Κ黄琴
,

购 自上

海德华国药制品有限公司 Κ人参
,

购自上海信德中药

公司饮片厂 Κ生姜
,

购于市场
。

� 方法与结果

�
;

? 色谱条件 色谱柱
, ( − ./0 1 2 ⊥ 4 5 6 7 8 9: %

?Γ

柱

)!
;

 < < 火 � = � < <
,

>< +
,

柱号 , Γ Γ � Χ Δ = 一 Χ � � Κ 流动

相 , ( 相为 �
;

�? ≅ 磷酸溶液
,

: 相为乙睛
,

梯度洗脱 Κ

检测波长为 � =Α 1 < Κ 流速 , ?
;

4 < 口 < .1 Κ 柱温
, � = ℃ Κ

进样量 �� 卜∃
。

进样前以流动相梯度初始条件平衡

?= < .1
,

程序见表 /
。

表 / 小柴胡汤梯度洗脱程序

时间 )< .1 + ( )≅ + : )≅ +

�
;

� 样品溶液的制备

�
;

�
;

? 对照品溶液的制备 黄荃苦对照品溶液的

制备
,
精密称取黄答昔对照品 ��

;

� < −
,

置 /4 < ∃ 量

瓶中
,

加甲醇使溶解并稀释至刻度
,

摇匀
,

即得黄答

昔对照品贮备液)每 /< ∃ 含黄答昔 �
;

Α�= < − +
。

甘草酸单钱盐对照品溶液的制备
,
精密称取甘

草酸单钱盐对照品 ? 
;

�= < −
,

置 >4 < ∃ 量瓶 中
,

用 甲

醇溶解并稀释至刻度
,

摇匀
,

即得甘草酸单按盐对照

品贮备液 )每 /< ∃ 含甘草酸 4
;

∗ ?Γ < − +
。

黄答昔和甘草酸单钱盐对品混合溶液 的制备
,

精密吸取已配制好的黄芬昔和甘草酸单钱盐对照品

贮备液各 �
;

>< ∃
,

置 ?� < ∃ 量瓶中
,

用甲醇稀释至刻

度即得
。

�
;

�
;

� 试品的制备 精密称取柴胡  Χ
,

黄答 !
;

= Χ
,

半夏 !
;

= Χ
,

人参 ∗ Χ
,

炙甘 草 �
;

= Χ
,

红枣 ∗ Χ
,

生 姜

!
;

= Χ
,

加 ?� 倍量的水 � Γ 4 < ∃
,

大火沸腾后
,

于小火微

沸煎煮 /Λ
,

收集第 ? 次煎液
,

用 ! 层纱布滤过
,

得第

? 次滤液 Κ剩余药渣加 Γ 倍量的水 � �� < ∃
,

同前述提

取方法
,

收集第 � 次煎液
,

过滤得第 � 次滤液
,

将两

次滤液合并
,

加热浓缩至 ?!� < ∃
,

经 �
;

!= 林< 的微孔

滤膜滤过
,

弃去初滤液
,

取续滤液
,

即得样品溶液
。

�
‘

∗ 系统适用性考察 在
“ �

;

? ”

项的色谱条件下
,

精密吸取对照品混合溶液和样品溶液各 �� 卜∃ 注人

液相色谱仪
,

根据色谱参数计算系统适应性
。

黄琴

昔和甘草酸的理论塔板数分别为 � ∗ �  � �
,

?∗ � � � Κ

分离度 分别为 !
;

=  ! 和 ∗
;

Γ ∗ Κ 拖 尾 因子分别 为

?
;

?� = 和 ?
;

� ? 
。

�
;

! 线性关 系考察 按 �
;

�
;

? 项操作依次配制  

个浓度的对照 品混合溶液
,

照
“ �

;

? ”

项下色谱条件

进样测定
,

以溶液的浓度为横坐标 )Η +
,

以峰面积值

为纵坐标 )Β +
,

进行线性 回归
,

黄答昔的 回归方程

为
, Β 二 ?Χ

;

Δ �  Η Ε ?∗
;

Χ Δ �
, , 二 �

;

Χ ΧΧ =
,

线性 范

围 , ?�
;

  一 ! � =
;

� 盯< ∃
。

甘草酸的回归方程为
, Β

二 ?�
;

Δ  = Η Ε  
;

 ! ∗ ∗
, 5 ΦΦ �

;

Χ Χ Χ Δ
,

线性范围
, ?

;

Χ Γ Γ

一  ∗
;

 � 岁 < ∃
。

�
;

= 精密度试验 在 �
;

? 项色谱条件下
,

分别取

高
、

中
、

低 ∗ 种浓度的对照品溶液
,

于同一 日内和不

同日间)= 日内每日一次 +连续进样 = 次
,

计算其峰

面积的相对标准偏差 )凡义〕+
,

考察 日内精密度 和日

间精密度
,

结果黄芬昔和甘草酸的峰面积积分值的

日内精密度 Ι >∋ 分别为 �
;

� ≅
、

�
;

! ≅
,

日间精密

度 Ι > ∋ 分别为 �
;

= � ≅
、

�
;

 Γ≅
。

�
;

 稳 定性试验 精密 吸取供试 品溶液 � � 卜∃
,

注人液相色谱仪
,

照 �
;

? 项 下 的色谱条件
,

分别

于 �
、

∗
、

 
、

?�
、

? Γ
、

� !
、

∗  
、

! Γ Λ 测定 ! 种有 效成 分

的峰面积
,

进行稳 定性考察
,

结果 黄芬昔 和甘草

酸 的峰面积积分值 Ι 9 ∋ 分别为 �
;

?� ≅
、

�
;

�� ≅
,

样品溶液稳定
。

�
;

Δ 重复性试验 精密称取组成小柴胡汤的各药

材
,

照
“
�

;

�
;

�
”

项方法制备样品溶液
,

测定其中黄芬

昔和甘草酸的含量
,

进行重复性考察
,

结果黄答昔和

甘草酸含量 Ι>∋ 分别为 ?
;

�= ≅
、

�
;

ΧΔ ≅
。

�
;

Γ 加样回收率试验 精密称取小柴胡汤各药材

= 份
,

分别加人黄答昔和甘草酸单按盐对照品贮备

液各 Δ < ∃
,

照 �
;

�
;

� 项下样品溶液制备方法制备供

试品溶液
,

照
“ �

;

? ”

项下色谱条件进样测定
,

进行加

样回收率考察
,

结果其平均回收率分别为 ΧΓ
;

!� ≅
、

Χ Γ
;

� = ≅
,

其 Ι>∋ 分别为 ?
;

�Γ ≅
,

?
;

!! ≅
二

�
;

Χ 含量测定 按小柴胡汤组方
,

精密称取其中各

药材 ∗ 份
,

分别按 �
;

�
;

� 项方法制备样品溶液
,

测定

∗ 份样品溶液中黄芬昔和甘草酸的含量
,

结果见表

�
,

对照品及样品色谱图见图 ?
。
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表 �

黄答昔含量 )< 彭 < ∃+

?!
;

 �

?!
;

= �

?!
;

Δ �

小柴胡汤中黄琴普和甘草酸的含量测定结果 )
1 二

∗+

平均值 Ι >∋ )≅ +
’

ηι
; ’

甘草酸含量)< 扩< ∃ + 平均值 Ι 9∋ )≅ +
Α八

�� �
门、�

⋯
,一,一,一

� 
!

∀ �

#

⋯
,

巨

咖 ∃∃%∃∃&∃∃�∃∃

∋ ∃ ( )∗

+++++

,,,

� 。#
�

’’

对照品及样品溶液 − ./0 色谱图

� 一 黄答昔 1% 一 甘草酸

∃+ 图∃ ∃∃

& 讨论

&
!

� 检测波长的选择 实验中使用 的高效液相色

谱仪的检测器为二极管阵列检测器
,

可以同时在线

检测多个紫外吸收波长并对各成分进 行全波长扫

描
。

中国药典 % ∃ ∃∋ 版一部甘草的含量测定中
,

对甘

草酸采用的检测波长为 % ∋ ∃ ∗ (
,

黄芬药材 的含量测

定中
,

对黄芬昔的检测波长为 % 2 3 ∗ (
。

经在线紫外

检测及对两种成分的全波长扫描
,

甘草酸的最大检

测波长为 % ∋ ∃ ∗ (
,

黄答昔在 % 2 ∃ ∗ (
、

& % ∃ ∗ ( 附近有较

大吸收
,

其响应信号要比甘草酸的响应信号强得多
,

且其含量远高于甘草酸在小柴胡汤中的含量
,

权衡

各个方面
,

选择 % ∋ ∃ ∗ ( 为检测波长
,

经实验证明
,

采

用 % ∋ ∃ ∗ ( 为检测波长
,

黄芬昔和甘草 酸均可被检

出
,

且能达到较好的分离
。
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% 流动相的选择 经过 � 种梯度洗脱
,

实验中

分别采用了甲醇
一
水

、

乙睛
一
水

、

酸性环境下乙睛
8

水的不同洗脱方法进行梯度洗脱
,

结果表明采用 甲

醇
一
水进行梯度洗脱的色谱图在待测成分附近杂峰

较多
,

且不能实现较好的分离
,

采用乙睛
一
水进行梯

度洗虽能进行分离
,

但色谱峰拖尾较严重
,

采用乙睛
一 ∃

!

∃� 9 − & .3
、

进行梯度洗脱不仅能使各色谱峰达

到较好的分离
,

且色谱峰不存在拖尾现象
,

最后确定

采用乙睛
一 ∃

!

∃� 9 − & .3
、

进行梯度洗脱
,

经实验证

明此色谱条件可以较好地分离黄芬昔和甘草酸
,

分

离效果好
。

该高效液相色谱分析方法简便快速
、

准确可靠
,

能同时测定小柴胡汤中两味中药中主要有效成分黄

答昔及甘草酸的含量
,

为有效控制小柴胡汤的质量

提供参考
。
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酸性染料比色法测定复方颠茄合剂中草若碱含量

傅 翔
,

范尚坦
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,

张一帆
,
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摘要 目的
,
研究复方颠茄合剂 中筐营碱的含量测定方 法

。

方法
, 采用 酸性染料比 色法在 _ ∀  

;

 磷酸盐缓

冲液条件下测定筐管碱的含量
,

检测 波长 )=Γ Χ 士 ? + 1 <
。

结果 ,
筐营碱在 ?

,

� 一 Δ
;

� 卜岁< ∃ 浓度 范围 内呈线

性
, , 二 �

;

ΧΧ Χ ?
,

平均回收率为 ?� �
;

�� ≅
,

)Ι 9∋ 二 �
;

 Χ ≅
, 1 Φ

!+
。

结论 , 该法准确
、

方便
、

灵敏
,

可供该制剂的

含量测定
。

该法关健在于调准 _ ∀
,

以免处 方中其它组分干扰测 定结果
。
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复方颠茄合剂为含有剧毒药物成分的口服标准

制剂
。

但 ?Χ Χ? 年版和 ��� ∗ 年版的咬中国人民解放

军医疗单位制剂规范》川 中的质量标准仅有对其性

状
、

鉴别反应和检查作出规定
,

而无含量测定
。

迄今

为止对该制剂中的剧毒有效成分蓑若碱尚无定量分

析的报道
。

因此对该制剂建立保证质控和用药安全

的定量分析方法是我院乃至全军医疗单位急待解决

的问题
。

作者就这一问题进行研究
,

寻找出准确
、

灵

敏的定量分析法
,

现报道如下
,

? 仪器与材料

Τ φ 一 �= �? #% 紫外可 见分光 光度计 )日本岛

津 + Κ 电子分析天平 Κ硫酸阿托品 )标准品
,

中国药品

作者简介
, 傅翔 )?Χ Δ�

一

+
,

男
,

硕士
,

主管药师
;

卜Υ
,

)� = Χ ? +� � Γ = Χ! = Γ
,

β
一 < 7

./
,
Ο4

8 .7 1 − < 7 .δ
0
Λ.1压 Θ 4 1 λ

;

生物制品检验所 + Κ复方颠茄合剂 )本院制剂 + Κ嗅 甲

酚紫)上海试剂二厂 + Κ 磷酸二 氢钠 (Ι 级 )上海试

剂二厂 + Κ磷酸氢二钠 ( Ι 级 )上海新华化工厂 + Κ氯

化钠 )江苏南通勤奋制药厂 + Κ 氢氧化钠 ( Ι 级 )广

东汕头西陇化 工厂 +
。

� 测定方法与结果

�
;

? 计算 ΥΨ 的硫酸 阿托 品 )%
?Δ

∀
� ∗ ς Α ∗

+
�

·

∀ 3 9Α
、

相当于 3 Ψ 的蓑若碱
,

即 ?卜− 的硫酸阿托品

相当于 �
;

Γ == ∗ 卜− 的蓑若碱
,

可用标准 曲线计算复

方颠茄合剂中蓑若碱的含量 κ 3] 。

�
;

� 溶液的配制

�
;

�
;

? 复方
;

颠茄合剂的配制 =� <∃ 颠茄配
,

=� 撇
ε

复

方樟脑配
,

><∃ 聚山梨醋 Γ� 置于配制桶混合均匀
,

再

缓缓加人适量蒸馏水至 / )8义+< ∃
,

搅拌均匀
’ 。


