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高效液相色谱法测定白龙解郁颗粒中橙皮苷和甘草苷的含量
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　　［摘要］　目的　采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定白龙解郁颗粒中橙皮苷和甘草苷的含量。方法　以十八烷基

硅烷键合硅胶为填充剂，使用ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＺＯＢＡＸＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）行ＨＰＬＣ。橙皮苷的测定：乙腈

０．１％磷酸溶液（２２∶７８）为流动相，柱温３０℃，检测波长为２８３ｎｍ，进样量１０μＬ；甘草苷的测定：乙腈０．１％磷酸溶液

（１８∶８２）为流动相，柱温３０℃，检测波长为２７６ｎｍ，进样量１０μＬ。结果　ＨＰＬＣ测定橙皮苷和甘草苷的精密度、重

复性、稳定性的范围均符合相关规定；橙皮苷在３５．６４～１７８．２０μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好（狉＝０．９９９８），甘草苷在

１３．５５～２１６．８０μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好（狉＝０．９９９９）；加样回收率分别为：橙皮苷９９．３０％，ＲＳＤ为１．０％（狀＝９）；

甘草苷９８．６０％，ＲＳＤ为１．５％（狀＝９）。结论　ＨＰＬＣ快捷、简单、稳定可靠，可用于白龙解郁颗粒的质量控制。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（９）：１２０２１２０５］

　　白龙解郁颗粒为本院自有制剂，具有镇静安神、

除烦解郁、清热泻火的功效，主要用于治疗心烦意

乱、情绪低沉、悲忧欲哭、善感多愁、躺而不寐、眠而

不实或自觉全身不适、头目昏重、口燥咽干、重病焦

·２０２１·
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虑等症状，临床疗效良好。法半夏为本方君药［１］，陈

皮为臣药，炙甘草为使药，本研究主要是针对后两味

药物。陈皮味苦、辛、温，能理气健脾，燥湿化痰。陈

皮中主要含有挥发油、黄酮类、有机胺类及微量元素

等成分［２］，其中橙皮苷属黄酮类，为陈皮的有效成

分。《中华人民共和国药典》（２０１５版）一部以橙皮

苷作为陈皮［３］药材含量的测定指标成分。本品处方

为《局方》逍遥散合二陈汤加味而成，《中华人民共和

国药典》（２０１５版）一部规定了二陈丸
［３］的质量标

准，其中在含量测定项下采用橙皮苷作为含量测定

指标。茯苓、白术（炒）、薄荷、黄连、大黄（酒制）、牡

蛎（煅）、龙骨（煅）为本方佐药，炙甘草为本方使药，

除龙骨外，《中华人民共和国药典》（２０１５版）一部对

上述各药材均有收载，其中薄荷、黄连、大黄、牡蛎、

炙甘草均规定了含量测定项。有文献［４５］报道甘草

苷具有抗抑郁作用，因此，选择甘草苷作为本制剂的

含量测定指标之一。

１　仪器和试药

１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１２００型液相色谱仪（美国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公 司 ），Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢＺＯＢＡＸ Ｃ１８ 柱

（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；梅特勒托利多ＸＡ２０５

型电子天平（瑞士梅特勒托利多仪器上海有限公

司）；ＳＢ２２００超声仪［必能信超声（上海）有限公司］；

ＷＬ９０１型旋涡振荡混合器（海门市其林贝尔仪器

制造有限公司）。

１．２　试药　乙腈（德国默克公司，６０８００１００３）、磷

酸（德国默克公司，６０３００１００Ｘ）、橙皮苷（中国食

品药品检定所，１１０７２１２０１３１６）、甘草苷（中国食品

药品检定所，１１０７２１２０１３１６）。白龙解郁颗粒，由本

院制剂室制备，规格：１２ｇ／袋，批号：１５１２１１、

１６０５２７、１６１１０７；阴性对照颗粒由上海药谷药业有限

公司制剂室制备；水为注射用水，实验室自制。

２　方法和结果

２．１　溶液的配制

２．１．１　对照品储备液　橙皮苷对照品溶液：精密称

定橙皮苷对照品８．９１ｍｇ，置５０ｍＬ量瓶中，加稀乙

醇溶解并稀释至刻度，摇匀（浓度１７８．２μｇ／ｍＬ），作

为橙皮苷对照品储备液；甘草苷对照品溶液：精密称

定甘草苷对照品１０．８４ｍｇ，置５０ｍＬ量瓶中，加稀

乙醇溶解并稀释至刻度，摇匀（浓度２１６．８μｇ／ｍＬ），

作为甘草苷对照品储备液。

２．１．２　样品溶液　取白龙解郁颗粒１２ｇ，研细过

５号筛，取约１ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密

加入稀乙醇２５ｍＬ，密塞，称定质量，超声（功率

２００Ｗ，频率４０ｋＨｚ）处理２５ｍｉｎ，放冷，再称定质

量，用稀乙醇补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤液

备用。

２．１．３　空白溶液　取１２ｇ阴性对照颗粒，制法同

“样品溶液”制备项。

２．２　色谱条件　以十八烷基硅烷键合硅胶为填充

剂；选用 ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＺＯＢＡＸＣ１８柱（２５０ ｍｍ×

４．６ｍｍ，５μｍ）。橙皮苷的检测方法：乙腈０．１％磷

酸溶液（２２∶７８）为流动相，柱温３０℃，检测波长为

２８３ｎｍ，进样量１０μＬ。甘草苷的检测方法：乙腈

０．１％磷酸溶液（１８∶８２）为流动相，柱温３０℃，检测

波长为２７６ｎｍ，进样量１０μＬ。理论塔板数按橙皮

苷或甘草苷峰计算应不低于１００００，目标峰与相邻

色谱峰的分离度应大于１．５。检测图谱见图１。

图１　橙皮苷和甘草苷检测的犎犘犔犆图谱

Ａ：橙皮苷对照品溶液；Ｂ：橙皮苷检测样品溶液；Ｃ：缺陈皮空白对照溶液；Ｄ：甘草苷对照品溶液；Ｅ：甘草苷检测样品溶液；Ｆ：缺甘草空白

对照溶液．１：橙皮苷；２：甘草苷．ＨＰＬＣ：高效液相色谱
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２．３　方法学考察

２．３．１　线形范围　橙皮苷：精密量取橙皮苷的对照

品储备溶液（浓度１７８．２μｇ／ｍＬ）２、４、６、８ｍＬ，分别

置于４个１０ｍＬ量瓶中，用稀乙醇稀释至刻度，摇

匀，得 浓 度 分 别 为 ３５．６４、７１．２８、１０６．９２、

１４２．５６μｇ／ｍＬ的橙皮苷溶液。精密量取上述５种

浓度的溶液各１０μＬ进样，记录色谱图，结果表明当

橙皮苷的浓度为３５．６４～１７８．２０μｇ／ｍＬ时，橙皮苷

的峰面积与浓度呈良好的线性关系，回归方程为：

犆＝０．０５８犃－１．０２２９（狉＝０．９９９８，狀＝６）。

甘草苷：精密量取甘草苷的对照品储备溶液（浓

度２１６．８μｇ／ｍＬ）５ｍＬ，置于１０ｍＬ量瓶中，用稀

乙醇稀释至刻度，摇匀（浓度１０８．４μｇ／ｍＬ）；同法逐

一倍 比 稀 释，得 浓 度 分 别 为 ５４．２、２７．１、

１３．５５μｇ／ｍＬ的甘草苷溶液。精密量取上述５种浓

度的溶液各１０μＬ进样，记录色谱图，结果表明当甘

草苷的浓度为１３．５５～２１６．８０μｇ／ｍＬ时，甘草苷的

峰面积与浓度呈良好的线性关系，回归方程为：犆＝

０．０６０７犃＋０．１８７６（狉＝０．９９９９，狀＝６）。以上结果

满足含量测定要求。

２．３．２　精密度　分别取浓度为１０６．９２μｇ／ｍＬ橙

皮苷对照品溶液、浓度为５４．２μｇ／ｍＬ的甘草苷对

照品溶液，连续重复进样５次，经计算色谱峰面积的

相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为１．４％、１．１％，结果满

足含量测定要求。

２．３．３　稳定性　按２．１．２项下方法制备１份供试

品溶液，分别于０、１、４、８、２４ｈ时进样分析，结果橙

皮苷峰面积的ＲＳＤ为０．７％，甘草苷峰面积的ＲＳＤ

为０．９％，表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。

２．３．４　重复性　取白龙解郁颗粒１０袋（批号

１６１１０７），研细，过５号筛，分别取６份１ｇ样品，按

２．１．２项下方法配制供试品溶液。另取７１．２８μｇ／ｍＬ

橙皮苷对照品溶液和２７．１μｇ／ｍＬ甘草苷对照品溶

液。分别精密吸取对照品溶液和供试品溶液各

１０μＬ，在２．２项色谱条件进样分析，结果橙皮苷含

量测定 ＲＳＤ 为１．６％；甘草苷含量测定 ＲＳＤ 为

１．１％，均满足含量测定要求。

２．３．５　回收率　取已知含量的样品粉末９份（橙皮

苷含量１．７０７１ｍｇ／ｇ），每份０．５ｇ，精密称定，置于

９个具塞锥形瓶中。另精密称取橙皮苷对照品

２１．４ｍｇ至５ｍＬ容量瓶中（溶剂为稀乙醇），分别精

密量取０．８、１．０、１．２ｍＬ，置于２５ｍＬ容量瓶中制成

浓度分别为１３６．８、１７１．２、２０４．４μｇ／ｍＬ的橙皮苷

对照品溶液。分别精密量取５ｍＬ各３份，加入上述

９个具塞锥形瓶中，再分别精密加入稀乙醇２０ｍＬ，

密塞，按２．１．２项下方法配制供试品溶液。分别精

密吸取浓度为７０μｇ／ｍＬ的对照品溶液和供试品溶

液各１０μＬ进样，按２．２项色谱条件进样分析，计算

得平均加样回收率为９９．３０％，ＲＳＤ为１．０％。

分 别 精 密 吸 取 甘 草 苷 对 照 品 溶 液

（２１６．８μｇ／ｍＬ）５、６、７ｍＬ，置于３个２５ｍＬ量瓶

中，用稀乙醇稀释至刻度，摇匀，得浓度分别为

４３．３６０、５２．０３２、６０．７０４μｇ／ｍＬ的甘草苷对照品溶

液。另取已知含量样品粉末９份（甘草苷含量

０．５１３ｍｇ／ｇ），每份０．５ｇ，精密称定，置于９个具塞

锥形瓶中，分别精密吸取上述３个浓度的甘草苷对

照品溶液５ｍＬ各３份（约相当于样品含量的８０％、

１００％、１２０％），分别加入上述９个具塞锥形瓶中，再

精密加入稀乙醇２０ｍＬ，密塞，按２．１．２项下方法配

制供试品溶液。分别精密吸取浓度为２０μｇ／ｍＬ的

对照品溶液和供试品溶液各１０μＬ进样，在２．２项

色谱条件下分析，计算得平均加样回收率为

９８．６０％，ＲＳＤ为１．５％。

２．３．６　检测限及定量限　当信噪比（Ｓ／Ｎ）为３时，

橙皮苷和甘草苷的最低检测限分别为３．３７３、

１３．５５ｎｇ；当信噪比（Ｓ／Ｎ）为１０时，橙皮苷和甘草

苷的最低定量限分别为６．７４７、４０．６５ｎｇ。

２．４　样品测定　按２．１．２项下方法制备样品溶液

（批号分别为１５１２１１、１６０５２７、１６１１０７），在２．２项下

色谱条件进样分析，根据标准曲线方程计算样品含

量，结果见表１。

表１　３批白龙解郁颗粒中橙皮苷、甘草苷的含量

狑Ｂ／（ｍｇ·ｇ－１），狀＝３，珔狓±狊

批号 橙皮苷 甘草苷

　１５１２１１ １．７０７±０．００３ ０．５１２±０．００８

　１６０５２７ １．７２３±０．０１０ ０．５１８±０．００２

　１６１１０７ １．６９６±０．００６ ０．５０８±０．００３

３　讨　论

３．１　检测波长的选择　橙皮苷、甘草苷在流动相中

的紫外光谱分别见图２Ａ、２Ｂ。紫外图谱表明，橙皮

苷和甘草苷的最大吸收波长分别为２８３、２７６ｎｍ，所

以选择作为检测波长。
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第９期．陈小玲，等．高效液相色谱法测定白龙解郁颗粒中橙皮苷和甘草苷的含量

图２　橙皮苷（犃）、甘草苷（犅）的紫外光谱图

３．２　提取方法的选择　参考文献［６］，对橙皮苷的

提取方法进行了优化，分别考察了不同溶剂（甲醇、

７０％甲醇、稀乙醇）和不同超声处理时间（１０、２０、

３０ｍｉｎ）对橙皮苷提取效率的影响。实验结果表明，

以稀乙醇为溶剂，超声２５ｍｉｎ可以将样品中的橙皮

苷提取完全。以稀乙醇为溶剂，分别考察了不同超

声处理时间（１５、２５、３５ｍｉｎ）对甘草苷提取效率的影

响，实验结果表明，超声２５ｍｉｎ可以将样品中的甘

草苷提取完全。

本实验采用 ＨＰＬＣ对白龙解郁颗粒中的橙皮

苷和甘草苷分别进行了含量测定，方法学考察表明

其精密度、重复性、稳定性、加样回收率均符合相关

规定。本实验建立的方法简单、快捷、稳定可靠，为

白龙解郁颗粒的质量控制提供了依据。
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