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　　［摘要］　目的　建立梯度洗脱联合波长切换ＨＰＬＣ法同时测定莶风湿丸中莶苷、奇壬醇、莶精醇、防己诺林碱和

粉防己碱。方法　采用ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），以流动相Ａ：乙腈甲醇（２∶１）、流动相Ｂ：０．０５％冰醋

酸溶液进行梯度洗脱；流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量为２０μＬ；莶苷、奇壬醇和莶精醇检测波长为２１５ｎｍ，防己诺林碱和粉

防己碱检测波长为２８０ｎｍ。结果　莶苷、奇壬醇、莶精醇、防己诺林碱和粉防己碱在给定浓度范围内的线性范围分别为

６．４５～１２９．００μｇ／ｍＬ（狉＝０．９９９５）、５．６１～１１２．２０μｇ／ｍＬ（狉＝０．９９９９）、４．２５～８５．００μｇ／ｍＬ（狉＝０．９９９３）、９．１９～

１８３．８０μｇ／ｍＬ（狉＝０．９９９８）和１１．０５～２２１．００μｇ／ｍＬ（狉＝０．９９９７），线性关系良好；平均加样回收率和相对标准偏差（ＲＳＤ）值

分别为９８．７３％（１．４３％）、９７．６３％（１．２８％）、９９．４４％（１．２９％）、９８．３３％（１．３８％）、９７．３６％（１．３７％）。结论　建立的梯度洗

脱联合波长切换ＨＰＬＣ法能同时测定莶风湿丸中莶苷、奇壬醇、莶精醇、防己诺林碱和粉防己碱含量，方法简便、准确、

重现性好，为莶风湿丸质量控制提供了可靠方法。
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第１２期．韦坤璇，等．梯度洗脱联合波长切换ＨＰＬＣ法同时测定莶风湿丸中的莶苷、奇壬醇、莶精醇、防己诺林碱和粉防己碱

　　莶风湿丸为小蜜丸，是一种复方制剂，由莶

草、防己、威灵仙、桑枝、桑寄生、槐枝６味药材组成，

收载于《中华人民共和国卫生部药品标准中药成方

制剂》（第十二册）［１］，具有祛风除湿、通络止痛的功

效，可用于四肢麻痹、腰膝无力、骨节疼痛及风湿性

关节炎等症状的治疗。莶草祛风湿、利关节、解

毒，为方中君药；防己利水消肿、祛风止痛，为方中臣

药。该制剂现行的质量标准仅对莶风湿丸的性状

及丸剂通则项下作了规定［２］，标准相对简单，不能较

全面控制药品质量。本研究采用梯度洗脱联合波长

切换ＨＰＬＣ法，同时对制剂中莶草药材所含莶

苷、奇壬醇和莶精醇以及防己药材中所含防己诺

林碱和粉防己碱进行测定，为莶风湿丸的质量控

制提供参考依据。

１　仪器和试药　

Ｕｌｔｉｍａｔｅ３０００型高效液相色谱仪，配备Ｅｍｐｏｗｅｒ

Ｐｒｏ色谱工作站以及 Ｇ１３１５Ｂ可变波长检测器；

ＡＵＷ２２０Ｄ电子分析天平（日本岛津公司生产）。

乙腈、甲醇为色谱纯，水为超纯水，冰醋酸为分

析纯；莶苷对照品（５９２１９６５７，纯度：９８．０％）、奇

壬醇对照品（５２６５９５６０，纯度：９８．０％；密封避光保

存，２～８℃）、莶精醇对照品（２０２８３９２５，纯度：

９８．０％）均购于南京森贝伽生物科技有限公司；粉防

己碱对照品（５１８３４３，纯度：９８．０％）购于上海纯优

生物科技有限公司；防己诺林碱对照品（批号：

１１０７９３２００６０５，用前置五氧化二磷减压干燥器中干

燥１２ｈ）购于中国药品生物制品检定所；莶风湿丸

３批样品 （规格：每 １０ 粒质量为 １ｇ，批号：

１４０３００２Ｕ、１４０５０１２Ｕ、１５０３００３Ｕ）购于华润三九（黄

石）药业有限公司。

２　方法和结果

２．１　色谱条件与系统适用性实验　色谱柱：

ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；以

流动相 Ａ：乙腈甲醇（体积比２∶１）、流动相Ｂ：

０．０５％冰醋酸溶液进行梯度洗脱（０～１５ｍｉｎ，

１９．０％Ａ；１５～３１ｍｉｎ，１９．０％Ａ→３５．０％Ａ；３１～

４７ｍｉｎ，３５．０％Ａ→６８．０％Ａ；４７～５６ｍｉｎ，６８．０％Ａ

→１９．０％Ａ）；流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量为２０μＬ；

检测波长（０～３１ｍｉｎλ１＝２１５ｎｍ
［３］，３１～５６ｍｉｎ

λ２＝２８０ｎｍ
［４］）。理论塔板数均不低于２５００，此系

统条件下各组分分离效果良好。

２．２　对照品溶液的制备　精密称取莶苷、奇壬

醇、莶精醇、防己诺林碱和粉防己碱５个对照品，

分别置２０ｍＬ容量瓶中，用８０％乙醇溶液溶解并稀

释至刻度，制成含莶苷、奇壬醇、莶精醇、防己诺

林碱和粉防己碱质量浓度分别为０．６４５、０．５６１、

０．４２５、０．９１９、１．１０５ｍｇ／ｍＬ的对照品储备液。分

别精密量取各对照品储备液１．０、５．０、１．０、５．０、

６．０ｍＬ，置５０ｍＬ容量瓶中，用８０％乙醇溶液稀释

至刻度，制成这５个组分的质量浓度分别为

０．０１２９、０．０５６１、０．００８５、０．０９１９、０．１３２６ｍｇ／ｍＬ

的混合对照品溶液。

２．３　供试品溶液的制备　取莶风湿丸适量，剪

碎，过一号筛，取约６．０ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶

中，精密加入８０％乙醇溶液５０ｍＬ，密塞，称定总质

量，加热回流１ｈ，冷却后用８０％乙醇溶液补足减失

的质量，摇匀后滤过，取续滤液，即得供试品溶液。

２．４　阴性对照溶液的制备　按照莶风湿丸质量

标准［１］中规定的药味比例，以相同工艺分别制备

莶草空白样品和防己空白样品。按照２．３项下的方

法，制成莶草阴性对照溶液和防己阴性对照溶液。

２．５　专属性实验　分别精密吸取莶草阴性对照

溶液和防己阴性对照溶液、混合对照品溶液、供试品

溶液各２０μＬ，注入液相色谱仪，记录各进样溶液的

色谱图。从记录的色谱图可以看出，在对照品色谱

峰中莶苷、奇壬醇、莶精醇、防己诺林碱和粉防

己碱保留时间相对应的位置，供试品溶液相同保留

时间有所测５个组分的对应的色谱峰，阴性对照溶

液在相同保留时间则无，表明处方中其他药味对

莶苷、奇壬醇、莶精醇、防己诺林碱和粉防己碱同

时测定无干扰。结果见图１。

２．６　线性关系考察　精密吸取２．２项下制备的对

照品储备液０．１、０．２、０．５、１．０、２．０ｍＬ，分别置

１０ｍＬ量瓶中，用８０％乙醇溶液稀释成对照品混合

溶液。以峰面积狔为纵坐标，各对照品质量浓度

狓为横坐标，建立线性方程，结果见表１。

２．７　精密度实验　精密吸取２．２项下混合对照品

溶液２０μＬ，连续进样６次，按２．１项下色谱条件测

定，记录色谱图，计算莶苷、奇壬醇、莶精醇、防

己诺林碱和粉防己碱５个组分峰面积的相对标准偏

差（ＲＳＤ）值分别为 ０．９２％、１．０６％、１．１３％、

０．８７％、０．８２％，表明精密度良好。
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图１　对照品（犃）、样品（犅）、莶草阴性对照（犆）、防己阴性对照（犇）色谱图

１：莶苷；２：奇壬醇；３：莶精醇；４：防己诺林碱；５：粉防己碱

表１　线性关系实验结果

　　所测组分 回归方程 线性范围ρＢ／（μｇ·ｍＬ
－１） 狉值

莶苷 狔＝６．３４７２×１０５狓－３０９．５ ６．４５～１２９．００ ０．９９９５

奇壬醇 狔＝８．６１７４×１０５狓－２５４．９ ５．６１～１１２．２０ ０．９９９９

莶精醇 狔＝７．４３５９×１０５狓＋３６０．１ ４．２５～８５．００ ０．９９９３

防己诺林碱 狔＝１．１０５３×１０６狓－１８６．６ ９．１９～１８３．８０ ０．９９９８

粉防己碱 狔＝１．５２４７×１０６狓＋２５３．３ １１．０５～２２１．００ ０．９９９７

２．８　稳定性实验　取批号为１４０３００２Ｕ莶风湿

丸的供试品溶液各２０μＬ，分别于０、４、８、１２、２４ｈ进

样依法测定，莶苷、奇壬醇、莶精醇、防己诺林碱

和粉防己碱含量的ＲＳＤ值分别为１．０５％、１．１４％、

１．３７％、０．９６％、０．９４％，结果显示本品供试品溶液

在２４ｈ内是稳定的。

２．９　重复性实验　取批号为１４０３００２Ｕ的莶风

湿丸，按２．３项下方法制备供试品溶液６份，依法测

定并记录莶苷、奇壬醇、莶精醇、防己诺林碱和

粉防己碱５个组分的峰面积，计算ＲＳＤ值分别为

１．０１％、０．９９％、１．１４％、０．９５％、０．８４％。

２．１０　加样回收率实验　取批号为１４０３００２Ｕ的莶

风湿丸６份，剪碎，过一号筛，取约３．０ｇ，精密称定，

置于具塞锥形瓶中，精密加入混合对照品溶液２５ｍＬ、

８０％乙醇溶液２５ｍＬ，按２．３项下操作补足减失的质

量，摇匀，过滤，制得加样供试品溶液。按上述色谱条

件进行测定，记录色谱图，计算各组分回收率。５个组

分的平均加样回收率和ＲＳＤ值（狀＝６）分别为９８．７３％

（１．４３％）、９７．６３％（１．２８％）、９９．４４％（１．２９％）、

９８．３３％（１．３８％）、９７．３６％（１．３７％）。

２．１１　样品测定　取批号为１４０３００２Ｕ、１４０５０１２Ｕ、

１５０３００３Ｕ的莶风湿丸，按２．３项下方法制备供试

品溶液，依法进样测定，并计算样品中莶苷、奇壬

醇、莶精醇、防己诺林碱和粉防己碱的含量。结果

见表２。

表２　样品含量测定结果

狑Ｂ／（ｍｇ·ｇ－１），狀＝３，珔狓±狊

批　号 莶苷 奇壬醇 莶精醇 防己诺林碱 粉防己碱

１４０３００２Ｕ ０．１１６±０．００２ ０．４７７±０．００５ ０．０６５±０．００１ ０．７５１±０．００９ １．０３４±０．００９

１４０５０１２Ｕ ０．１０９±０．００１ ０．４６５±０．００６ ０．０７２±０．００１ ０．７６３±０．０１２ １．０４６±０．００７

１５０３００３Ｕ ０．１２２±０．００１ ０．４８１±０．００２ ０．０６２±０．００１ ０．７４５±０．００７ １．０２８±０．００４
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第１２期．韦坤璇，等．梯度洗脱联合波长切换ＨＰＬＣ法同时测定莶风湿丸中的莶苷、奇壬醇、莶精醇、防己诺林碱和粉防己碱

３　讨　论

３．１　提取溶剂及时间的考察　本研究分别对提取

溶剂（甲醇、５０％乙醇溶液、８０％乙醇溶液）、超声提

取时间（３０、６０、９０ｍｉｎ）和加热回流提取时间（３０、

６０、９０ｍｉｎ）进行考察比较，以所测各成分莶苷、奇

壬醇、莶精醇、防己诺林碱和粉防己碱的提取率为

指标，结果显示加热回流提取优于超声提取，同时

８０％乙醇溶液加热回流６０ｍｉｎ时各成分的提取率

最高，故最终选取８０％乙醇溶液加热回流６０ｍｉｎ作

为供试品溶液的制备方法。

３．２　流动相的选择　分别对不同的流动相体系（乙

腈０．５％甲酸溶液体系
［５］、乙腈０．２％二乙胺溶液体

系［６］、乙腈０．３％甲酸溶液体系
［７］、甲醇０．１％二乙

胺溶液体系［８］、乙腈甲醇与０．０５％冰醋酸溶液体

系）进行了考察，以所测各成分的分离效果为指标来

确定优化最佳的流动相体系。结果以乙腈０．２％二

乙胺溶液、甲醇０．１％二乙胺溶液体系为流动相时，

防己诺林碱和粉防己碱能达到有效分离，但莶精

醇拖尾现象严重，达不到基线分离；以乙腈０．５％甲

酸溶液、乙腈０．３％甲酸溶液体系为流动相时，莶

苷、奇壬醇、莶精醇分离效果较好，但防己诺林碱

和粉防己碱达不到分离效果；以乙腈甲醇与０．０５％

冰醋酸溶液为流动相按照２．１项下梯度洗脱比例进

行分析时，所测５个成分不但有较好的峰形而且能

完全分离，故选取乙腈甲醇与０．０５％冰醋酸溶液流

动相体系。

３．３　检测波长的选择　考察莶苷、奇壬醇、莶

精醇、防己诺林碱和粉防己碱在不同波长下的紫外

吸收，莶苷、奇壬醇和莶精醇在２１５ｎｍ处按文

中流动相体系有较大吸收，防己诺林碱和粉防己碱

在２８０ｎｍ处按文中流动相体系有较大吸收，为提高

对５个成分检测的灵敏度和准确度，故将莶苷、

奇壬醇和莶精醇的检测波长定为２１５ｎｍ，防己诺

林碱和粉防己碱的检测波长定为２８０ｎｍ，按２．１项

下时间进行波长切换处理，对莶苷、奇壬醇、莶

精醇、防己诺林碱和粉防己碱进行同时测定，达到较

好的效果。本研究为进一步完善莶风湿丸质量标

准和确保该制剂产品质量提供了理论和数据支持。
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