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　　［摘要］　目的　建立反相高效液相色谱法测定乌金胶囊中延胡索乙素含量，并应用于该制剂质量控制。方法　使用
ＡｇｉｌｅｎｔＥｘｔｅｎｄＣ１８柱 （４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），甲醇０．１％磷酸（以三乙胺调ｐＨ 值至６．０）＝５５４５为流动相，流速１．０

ｍｌ／ｍｉｎ，柱温３５℃，检测波长２８０ｎｍ，测定５批次乌金胶囊中延胡索乙素含量。结果　延胡索乙素在１．０９～２１．８μｇ／ｍｌ（ｒ＝
０．９９９９）范围内呈良好线性关系，平均加样回收率为９８．６２％，ＲＳＤ＝１．２６％ （ｎ＝６）。５批次乌金胶囊中延胡索乙素含量在

１５．８７～５０．５７μｇ／ｇ。结论　反相高效液相色谱法灵敏、准确，适用于乌金胶囊中延胡索乙素的质量控制。
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　　乌金胶囊是我院临床用于原发性肝癌的辅助治疗制剂，

由乌骨藤、郁金、延胡索、黄芪、山楂组成。该制剂功能主治

清热解毒、活血化瘀、益气止痛，用于痈肿痉毒、痰湿积聚、血

瘀气滞、胸胁胀痛诸症。延胡索又名元胡、玄胡、玄胡索，为

罂粟科植物延胡索（ＣｏｒｙｄａｌｉｓｙａｎｈｕｓｕｏＷ．Ｔ．Ｗａｎｇ）的干燥

块茎，具有活血、利气、止痛等功效，主要用于胸肋、腕腹疼

痛，经闭痛经及跌扑肿痛［１］。延胡索主要成分为生物碱，现

已从各种延胡索及其同属植物中提出生物碱共４０余种，按

其化学结构可分为原小檗碱、阿扑芬、原阿托品、苯酞异喹啉

等。原小檗碱型生物碱达２０个，其中经鉴定的有：ｄ紫堇碱

（即延胡索甲素）、ｄｌ四氢巴马亭（即延胡索乙素）［２］，延胡索

乙素止痛镇静作用最强。目前测定延胡索中延胡索乙素的

方法主要为高效液相色谱法［３５］，本研究参考２０１０版《中华

人民共和国药典》［６］中延胡索乙素的含量测定方法，建立了

反相高效液相色谱法测定乌金胶囊中延胡索乙素的含量，方

法准确、重现性好，可用于乌金胶囊质量控制。

１　仪器和试药

１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪，包括在线脱气

机、四元泵、自动进样器、柱温箱、二级管阵列检测器、Ｃｈｅｍ

ｓｔａｔｉｏｎ色谱工作站；ＭＥＴＹＬＥＲＡＥ２４０型电子天平。

１．２　试药　乌金胶囊由第二军医大学东方肝胆外科医院制

剂室生产，批号：２００９１２０１、２０１００２０１、２０１００４０１、２０１００７０１、

２０１００９０１；延胡索乙素对照品由中国药品生物制品检定所提

供，批号：１１０７２６２０１０１１；甲醇为色谱纯，无水乙醇、磷酸、三

乙胺等均为分析纯，水为娃哈哈纯净水。

２　方法和结果

２．１　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＥｘｔｅｎｄＣ１８（４．６ｍｍ×２５０

ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇０．１％磷酸（以三乙胺调ｐＨ值至

６．０）＝５５!４５；流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ；检测波长２８０ｎｍ；进样量

１０μｌ；柱温３５℃。

２．２　溶液的制备

２．２．１　对照品溶液的制备　精密称取延胡索乙素对照品

１０．９ｍｇ，置１０ｍｌ量瓶中，用甲醇定容，摇匀得浓度为１．０９

ｍｇ／ｍｌ的母液。精密移取１ｍｌ母液置１０ｍｌ量瓶中，用甲醇

定容，摇匀得浓度为１０９μｇ／ｍｌ。

２．２．２　供试品溶液的制备　精密称取乌金胶囊５ｇ，置于平

底烧瓶中，加入氨水甲醇（１２０）１００ｍｌ，称定重量，超声１５

ｍｉｎ，然后加热回流１ｈ放冷，用氨水甲醇（１２０）混合溶液

补足减少的质量，摇匀，过滤。取滤液５０ｍｌ，浓缩残渣加１０

ｍｌ甲醇溶解，０．４５μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

２．２．３　阴性供试品的制备　以相同处方比例按乌金胶囊制

备工艺制备不含延胡索药材的阴性样品。

２．３　方法学考察

２．３．１　系统适应性实验　按２．１项色谱条件，用阴性样品、

对照品溶液和制剂样品溶液分别进样，根据色谱参数计算系

统适应性。对照品中延胡索乙素保留时间是２４．３７７ｍｉｎ，拖

尾因子１．００５，理论塔板数大于５０００，分离度大于３．０。阴

性样品、对照品和制剂样品色谱图见图１。

２．３．２　标准曲线及线性　配制延胡索乙素对照品浓度为

１．０９、２．１８、５．４５、１０．９、１６．３５、２１．８μｇ／ｍｌ，以色谱峰面积

（Ｙ）对对照品浓度（Ｘ）进行线性回归，得线性方程：Ｙ＝
８．２１０５Ｘ＋０．２３９５，ｒ＝０．９９９９，结果表明延胡索乙素在

１．０９～２１．８μｇ／ｍｌ范围内线性良好。

２．３．３　检测限及定量限　精密量取延胡索乙素对照品溶液

适量，以信噪比３１计，检测限为０．３６μｇ／ｍｌ，以信噪比

１０１计，定量限为１．０９μｇ／ｍｌ。



第９期．王　慧，等．反相高效液相色谱法测定乌金胶囊中延胡索乙素 ·１０４１　 ·

图１　阴性样品（Ａ）、对照品（Ｂ）和制剂样品（Ｃ）ＨＰＬＣ色谱图

２．３．４　精密度（ＲＳＤ）　取２．３．２项下低、中、高３个浓度

（１．０９、１０．９、２１．８μｇ／ｍｌ）对照品溶液在１ｄ内连续进样５
次，以及连续５ｄ分别进样，每天进样１次，根据峰面积考察

日内 和 日 间 ＲＳＤ。日 内 ＲＳＤ 分 别 为 １．４４％、０．３８％、

０．４８％；日间ＲＳＤ分别为１．８６％、０．９８％、０．７０％，结果表明

精密度良好。

２．３．５　稳定性　对照品稳定性考察：低、中、高３个浓度对

照品溶液分别于室温放置８ｈ及４℃放置１０ｄ后进样，ＲＳＤ
均＜２％（ｎ＝３），符合方法学要求。制剂样品稳定性考察：取

乌金胶囊（批号：２０１００４０１）按２．２．２项下方法制备样品，分别

于室温放置８ｈ及４℃放置２４ｈ后测定，ＲＳＤ＜２％（ｎ＝３），

符合方法学要求。结果显示在上述条件下样品稳定。

２．３．６　重复性　取乌金胶囊（批号：２０１００４０１）按２．２．２项下

方法制备５份样品，按照２．１项下色谱条件进样，以延胡索乙

素的峰面积计算ＲＳＤ＝１．９３％。

２．３．７　加样回收率　取乌金胶囊（批号：２０１００４０１）６份，每

份５ｇ，分别精密加入浓度为１０．９ｍｇ／ｍｌ对照品０．２ｍｌ，按

照２．１项下色谱条件进样，计算回收率。平均回收率为

９８．６２％，ＲＳＤ＝１．２６％，符合方法学要求。

２．４　样品测定　按２．２．２项下方法制备供试品溶液，进样

分析，记录色谱峰面积，测定５个批次乌金胶囊，结果见表１。

表１　乌金胶囊中延胡索乙素含量测定结果
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，μｇ·ｇ－１）

批　号 含　量

２００９１２０１ １８．２４±０．３４
２０１００２０１ １５．８７±０．２２
２０１００４０１ ５０．５７±０．５３
２０１００７０１ ２４．２９±０．３５
２０１００９０１ ３４．４９±０．３８

３　讨　论

３．１　提取方法选择　据文献报道，提取方法主要有乙醇回

流法、超声提取法、超临界ＣＯ２流体萃取法，超临界ＣＯ２流体

萃取法成本较高，而回流提取设备简单，超声提取具有简便、

迅速的特点［１］。本研究对甲醇超声提取１ｈ与甲醇先超声

１５ｍｉｎ再加热回流提取１ｈ两种方法进行比较，结果表明加

热回流提取率比单用超声提取高一倍，故选择加热回流作为

样品提取方法。

３．２　色谱条件优化　考察ＳＢＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）

与ＥｘｔｅｎｄＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱，前者在１０

ｍｉｎ左右出峰，杂质峰对样品测定有干扰，故选择后者。延胡

索乙素在ＥｘｔｅｎｄＣ１８色谱柱保留时间为２４ｍｉｎ左右，且制剂

中其他成分对样品峰测定无干扰。考察流动相ｐＨ 值５．５、

６．０、６．５，最终确定甲醇０．１％磷酸（以三乙胺调ｐＨ 值至

６．０）＝５５!４５，样品峰分离度最好，峰型最优。

３．３　 含量测定 　５批乌金胶囊中延胡索乙素含量在

１５．８７～５０．５７μｇ／ｇ之间，为制订该制剂延胡索乙素含量提供

了一定参考依据。５批制剂含量差异比较大，可能与药材产

地、采收季节及制剂储存条件等因素有关，影响因素的考察

还有待进一步研究。
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