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反相离子对色谱法测定青风藤中青藤碱的含量

王　慧，叶　卿，赵　亮，田文君，张国庆

第二军医大学东方肝胆外科医院药材科，上海２００４３８

　　［摘要］　目的　建立离子对色谱法测定青风藤中青藤碱的含量。方法　使用ＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８柱 （４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，
５μｍ）；乙腈磷酸盐缓冲液（０．０３ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾和０．０３ｍｏｌ／Ｌ庚烷磺酸钠，磷酸调节ｐＨ值至４．０）＝１８８２为流动相，

流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ，柱温４０℃，检测波长２６２ｎｍ。结果　青藤碱在０．０２５～０．５ｍｇ／ｍｌ（ｒ＝１．０００）范围内呈良好的线性关系。
最低检测限为２．５μｇ／ｍｌ，低、中、高３个浓度的日内精密度ＲＳＤ分别为０．６２％、０．３５％、０．６０％，日间精密度ＲＳＤ为１．５４％、

０．７０％、０．４５％。平均回收率９９．９％（ＲＳＤ＝２．９％，ｎ＝６），均符合分析要求。结论　该方法简单快捷，结果准确，适用于测定
青风藤中青藤碱的含量。
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　　青风藤为防己科植物青藤Ｓｉｎｏｍｅｎｉｕｍａｃｕｔｕｍ
（Ｔｈｕｎｂ．）Ｒｅｈｄ．ｅｔ Ｗｉｌｓ．及毛青藤 Ｓｉｎｏｍｅｎｉｕｍ
ａｃｕｔｕｍ （Ｔｈｕｎｂ．）Ｒｅｈｄ．ｅｔ．Ｗｉｌｓ．ｖａｒ．ｃｉｎｅｒｅｕｍＲｅ
ｈｄ．ｅｔＷｉｌｓ．的干燥藤茎。青风藤有祛风湿、通经络、

利小便之功效，用于治疗风湿痹痛、关节肿胀、麻痹
瘙痒等症［１］。青风藤的成分为青藤碱、胡萝卜苷
等［２］。青藤碱的含量测定方法有薄层扫描法［３］、高
效液相色谱法［４］、一阶导数光谱法［５］，其中 ＨＰＬＣ
法因其高效、快速、灵敏等优点，适合于分析成分复

杂的复方制剂。２００５版《中国药典》一部［１］采用的

色谱条件中流动相的配制过程繁琐，经重复后发现

色谱峰的拖尾严重，不利于含量的测定。本法采用

离子对色谱法，以乙腈与磷酸盐缓冲液系统测定青
藤碱含量，其方法简单、色谱峰峰形好，结果准确，重

现性好，可作为该制剂质量控制的有效方法。

１　仪器和试药

１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００系列高效液相色谱仪，包
括低压四元梯度泵；在线脱气机；自动进样器；柱温
箱；ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ色谱工作站。上海淀久ＤＪ０４药材
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粉碎机；ＭＥＴＴＬＥＲＡＥ２４０电子天平；ＢＲＡＮＳＯＮ

ＳＢ３２００Ｔ型超声仪。

１．２　药品和试剂　青藤碱对照品（购于上海诗丹德

生物技术有限公司，纯度大于９８％）；青风藤２批次

药材均购自上海德康大药房，产地福建，经第二军医

大学药学院生药学教研室孙莲娜副教授鉴定为防己

科植物青藤Ｓｉｎｏｍｅｎｉｕｍａｃｕｔｕｍ（Ｔｈｕｎｂ．）Ｒｅｈｄ．ｅｔ

Ｗｉｌｓ．的干燥藤茎。乙腈为色谱纯 （Ｂ＆ＪＡＣＳ／

ＨＰＬＣ）；磷酸二氢钾为分析纯（上海三浦化工有限

公司）；庚烷磺酸钠为分析纯（东京化成工业株式会

社）；磷酸为分析纯（上海试剂四厂昆山分厂），无水

乙醇为分析纯（上海强顺化工有限公司），水为纯净

水。

２　方法和结果

２．１　色谱条件　色谱柱为ＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８柱 （４．６

ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈磷酸盐缓冲

液（０．０３ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾和０．０３ｍｏｌ／Ｌ庚烷磺

酸钠，磷酸调节ｐＨ至４．０）＝１８８２；柱温４０℃，检

测波长为２６２ｎｍ；流速：１．０ｍｌ／ｍｉｎ；进样量５μｌ。

２．２　溶液的制备

２．２．１　对照品溶液的制备　精密称取青藤碱对照

品５０ｍｇ，置于５０ｍｌ容量瓶中，加７０％乙醇至刻

度，作为对照品储备溶液，置４℃冰箱保存。

２．２．２　供试品溶液的配置　精密称取青风藤药材

０．１５ｇ，加２０ｍｌ７０％乙醇，按２００５版《中国药典》一

部“含量测定项下”供试品溶液的配置描述操作，得

供试品溶液，置４℃冰箱保存备用。

２．３　方法学考察

２．３．１　系统适用性实验　在２．１项的色谱条件下，

以对照品溶液和样品溶液分别进样，根据色谱参数

计算系统适应性。样品溶液的色谱图中青藤碱的保

留时间是２２．０３９ｍｉｎ，拖尾因子为１．００５，理论塔板

数大于１３０００，与旁边的杂质峰分离度大于３．５。

空白、对照品和样品的色谱图见图１。

２．３．２　标准曲线及线性　精密取对照品溶液０．２５、

０．５、１、２．５、５ｍｌ置于１０ｍｌ容量瓶中，用７０％乙醇

稀释至刻度，配成含青藤碱０．０２５、０．０５、０．１、０．２５、

０．５ｍｇ／ｍｌ的对照品溶液，分别进样，记录峰面积。

以青藤碱浓度为ｘ轴，峰面积为ｙ轴，进行回归分

析，得回归方程：ｙ＝３９９８．１ｘ＋２．１０４７，ｒ＝１．０００。

表明青藤碱在０．０２５～０．５ｍｇ／ｍｌ范围内线性良

好。

２．３．３　精密度　在２．１项下色谱条件下，分别取

２．３．２项下０．０２５、０．１、０．５ｍｇ／ｍｌ低、中、高３个浓

度对照品溶液在１ｄ内连续进样５次，以及连续５

ｄ，每天进样一次，根据所得峰面积分别考察日内精

密度和日间精密度。结果，低、中、高３个浓度日内

精密度ＲＳＤ分别为０．６２％、０．３５％、０．６０％，低、中、

高３ 个浓度日间精密度 ＲＳＤ 分别为 １．５４％、

０．７０％、０．４５％，表明方法的精密度良好。

图１　空白（Ａ）、对照品（Ｂ）和

青风藤样品（Ｃ）溶液的ＨＰＬＣ色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ（Ａ），

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ（Ｂ），ａｎｄｓａｍｐｌｅＳｉｎｏｍｅｎｉｕｍａｃｕｔｕｍ（Ｃ）

１：Ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ

２．３．４　稳定性　精密称取青风藤药材粉末０．１５ｇ，

照２．２．２项下的方法制备样品溶液。分别在０、２、

４、６、８ｈ测定青藤碱的峰面积，ＲＳＤ为１．３２％（ｎ＝

５），说明样品溶液在一个工作日内稳定性良好。

２．３．５　最低检测限和定量限　将青藤碱对照品溶

液稀释进样，以信噪比３∶１确定最低检测限为

２．５μｇ／ｍｌ；以信噪比１０∶１确定定量限为５μｇ／ｍｌ。

２．３．６　回收率　精密称取青风藤粉末０．１５ｇ，精密

量取１ｍｇ／ｍｌ青藤碱标准溶液２．５ｍｌ，加入７０％乙

醇溶液１７．５ｍｌ，按２．２．２项下操作，得样品溶液，平

行操作６份，得平均回收率为９９．９％，ＲＳＤ为２．９％
（ｎ＝６）。

２．４　样品测定　精密称取２个批号的青风藤药材

粉末０．１５ｇ，分别按２．２．２项下方法制备溶液并测
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定，每批药材平行操作３份，按标准曲线计算出样品

的含量。批次１的含量是２．５％，批次２的含量是

２．６％，符合药典规定的含量不低于０．５％。

３　讨　论

３．１　流动相的选择　药典采用的色谱条件是甲醇
磷酸盐缓冲液（０．００５ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钠溶液，以

０．００５ｍｏｌ／Ｌ的磷酸二氢钠调节ｐＨ 至８．０，再以

１％三乙胺调节ｐＨ至９．０）（５５∶４５）为流动相，操作

过程繁琐，进样后所得的色谱图拖尾严重，影响测定

值的准确性。改进流动相，参考其他生物碱的测定

方法［６８］，采用乙腈磷酸盐缓冲液（磷酸二氢钾和庚

烷磺酸钠），用离子对色谱法分离测定青风藤中的青

藤碱。

３．２　四因素三水平正交试验考察缓冲液浓度及ｐＨ
值　考虑了０．０１、０．０２、０．０３ｍｏｌ／Ｌ的磷酸二氢钾

和０．０１、０．０２、０．０３ｍｏｌ／Ｌ的庚烷磺酸钠，２０、３０、

４０℃的柱温以及ｐＨ３．０、４．０、４．５。结果发现，当缓

冲液采用０．０３ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾和０．０３ｍｏｌ／Ｌ庚

烷磺酸钠，用磷酸调节ｐＨ 至４．０，柱温是４０℃时，

所得色谱图的对称性最佳，拖尾因子在规定范围内，

故本法采用此条件。
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