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摘要  [ 目的] 建立乙肝清胶囊中槲皮素含量的HPLC 测定方法。[ 方法] 采用高效液相色谱法 ,色谱条件为 :色谱柱 ,Phenomenex Luna C18
柱 (4 .6 mm×250 mm, 5 μm) ;流动相 ,甲醇-0 .4 %磷酸(50∶50) ;流速 ,1 ml/ min ;检测波长360 nm;柱温30 ℃。[ 结果] 槲皮素在0 .054～1 .08
μg 范围内与峰面积有良好的线性关系 ,相关系数 r =0 .999 88 ,平均回收率99 .15 % , RSD 1 .42 % ( n = 6) 。[ 结论] 该方法简便、准确、可
靠 ,可作为乙肝清胶囊中槲皮素含量的测定方法。
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Determination of Quercetin in Yi Gan Qing Capsule by HPLC
WANG Min-zhi et al  ( College of Pharmacy , Southwest Jiaotong University , Emeishan, Sichuan 614202)
Abstract  [ Objective ] The research ai med to establish the determination method of quercetinin Yi Gan Qing capsule by HPLC. [ Method] HPLC was
used for determination, the chromatographic conditions were as follows : Phenomenex Luna C18 column ( 4 .6 mm×250 mm, 5 μm) , methanol-0 .4 %
H3PO4(50∶50) as mobile phase , the detection wavelengthof 360 nm, the flowrate of 1 ml/ min and the columntemperature of 30 ℃. [ Result] Querceti n

had good linear relationship withthe peak area withinthe range of 0 .054 - 1 .08 μg , the correlationcoefficient (r) was 0 .999 88 , the averagerecovery was
99 .15 % with RSDof 1 .42 % ( n =6) . [ Conclusion] This determination method is si mple , accurate and reliable , so it could be used as the determination
method of quercetin content i n Yi Gan Qing capsule .
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  乙肝清胶囊由赶黄草、贯叶连翘组方而成。赶黄草又

名扯根菜 ,为虎耳草科植物扯根菜( Pent horu m chi nense Pursh)

的干燥地上部分, 其抗病毒的活性成分为槲皮素和没食子

酸[ 1] ,另有报道其活性成分槲皮素具有修复肝损伤的作

用[ 2] 。现代研究表明, 赶黄草有治疗各种肝炎的作用, 能退

黄疸、保肝降酶。贯叶连翘( Hypericum perfor mat um L .) 为藤黄

科金丝桃属多年生草本植物, 其主要抗病毒活性成分为金丝

桃素[ 3] 。现代研究表明 , 贯叶连翘具有抗抑郁、抗病毒、抗

菌、镇痛等作用[ 4] 。

临床实验表明,乙肝清胶囊有良好的治疗各种肝炎的作

用,槲皮素为其药效成分之一。笔者采用 HPLC 法测定乙肝

清胶囊中槲皮素的含量,在药典方法基础上对流动相进行改

进,同时考察了样品的不同处理方法对含量测定结果的

影响。

1  试验材料

1 .1  仪器  岛津LC-20AT 高效液相色谱仪( 岛津 SPD-20A

紫外可见检测器, 岛津 Chromato solution Light 色谱工作站) ;

Phenomenex Luna C18 柱 ( 4 .6 mm×250 mm, 5μm) ;BP211D 分

析天平( 德国SARTORIUS 公司) ;G&G T-200 电子天平( 美国

双杰兄弟集团公司) ;AS5150A 超声机( 天津奥特赛恩斯仪器

有限公司) 。

1 .2  试药  槲皮素对照品( 中国药品生物制品检定所 , 批

号:100081-200406) ; 乙肝清胶囊( 西南交通大学药学院中药研

究中心制备) ; 甲醇为色谱纯; 水为三蒸水; 其他原料和试剂

均为分析纯。

2  测定方法与结果

2 .1 色谱条件 色谱柱:Phenomenex Luna C18 柱( 4 .6 mm×

250 mm, 5 μm) ; 流动相: 甲醇- 0 .4 % 磷酸 ( 50∶50) ; 检测波长

360 nm;流速1 .0 ml/ min ;柱温30 ℃。

2 .2 溶液配置

2 .2 .1  对照品溶液的配制。精密称取在105 ℃烘干至恒重

的槲皮素对照品2 .7 mg , 加适量甲醇溶解于25 ml 容量瓶中 ,

摇匀, 然后继续加甲醇至刻度,再充分摇匀 ,即得。槲皮素对

照品的 HPLC 图谱见图1 ,槲皮素保留时间约14 min。

图1 槲皮素HPLC 图谱

Fig .1 HPLCchromatogramof quercetin

2 .2 .2 供试品溶液制备方法考察。取乙肝清胶囊10 粒, 取

其内容物, 研细后称取约0 .5 g , 精密称定, 置于具塞锥形瓶

中, 按照表1 的组合精密加入相应溶剂100 ml , 密塞, 称定重

量, 超声或90 ℃回流,处理30 min ,取出冷却,再称定重量, 用

相同溶剂补重,摇匀,滤纸滤过, 精密取续滤液10 ml , 精密加

入盐酸1 ml , 置于90 ℃水浴回流60 min , 取出冷却。转移至

25 ml 容量瓶中 ,用80 %甲醇定容至刻度, 摇匀,滤过, 取续滤

液即得。不同提取方法的测定结果见表1。结果表明采用甲

醇作为提取溶媒, 在90 ℃回流30 min 提取效果最好, 下文中

所述的提取均按该法进行[ 5] 。

2 .3  标准曲线绘制及线性关系的考察  取对照品溶液, 过

0 .45 μm的微孔滤膜。分别进样0 .5、1、3、5、8、10μl ,测定峰面

积 。以峰面积y 对槲皮素对照品进样量 x( μg) 进行线性

回归, 得回归方程为: y = 1 318 920x + 3 383 .845 19 ( r =

0 .999 88 , n= 6) 。线性范围为0 .054～1 .08 μg。

2 .4 稳定性考察  取过0 .45 μm 微孔滤膜的样品溶液, 按
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样品测定方法分别在0～8 h 时间内, 每2 h 进样10 μl , 测定

其峰面积, 计算5 次测定结果的 RSD 为1 .84 % ,表明供试品

在8 h 内稳定。

表1 不同提取方法对胶囊中槲皮素含量的影响

Table 1 Effects of different extraction methods on quercetin content inthe

capsule

编号
Code

提取方法
Extraction methods

峰面积
Peak area

胶囊中槲皮素含量
Quercetincontent in
the capsule∥mg/ g

1 甲醇,超声提取30 min 1 239 894 44 .9

2 乙醇,超声提取30 min 274 029 10 .3

3 80 %甲醇,超声提取30 min 1 273 156 47 .3

4 甲醇,90 ℃回流30 min 1 176 609 49 .6

5 80 %甲醇,90℃回流30 min 1 146 674 44 .9

图2 乙肝清胶囊提取液HPLC图谱

Fig .2 HPLCchromatogramof theextract fromYi Gan Qingcapsule

2 .5 精密度考察 取过0 .45 μm微孔滤膜的对照品溶液10

μl , 重复进样, 测定5 次 , 测定峰面积, 计算5 个数据的 RSD

为1 .57 % ,结果表明该法精密度良好。

2 .6 重现性考察 取同一批次乙肝清胶囊内容物5 份, 按

供试品溶液配制法配制5 份溶液, 按样品测定方法, 分别测

定峰面积, 计算5 个数据的 RSD 为2 .21 % , 结果表明该方法

重现性良好。

2 .7  加样回收率考察 精密称取在105 ℃烘干至恒重的槲

皮素对照品52 mg ,加甲醇超声溶解 ,并定容至100 ml 。制成

1 ml 中含有0 .52 mg 槲皮素的对照品溶液。

取乙肝清胶囊内容物颗粒10 粒 ,研细, 取粉末约0 .1 g ,

精密称定, 共6 份, 分别精密加入0 .52 mg/ ml 槲皮素对照品

溶液10 ml ,按“2 .2 .2”方法制备供试品并测定其槲皮素含量 ,

计算 回 收率, 结 果 见表 2。由表 2 算 得加 样 回收 率 为

99 .15 % , RSD 为1 .42 %。

表2 加样回收率试验结果( n =6)

Table 2 Theresults of the additionrecoverytest ( n =6)

试验号

Test No .

测得含量∥mg

Determined content

回收率∥%

Recovery
1 10 .18       100 .4

2 10 .05 97 .9

3 10 .03 97 .5

4 10 .14 99 .6

5 10 .21 101 .0

6 10 .08 98 .5

 注 :加入对照品量均为5 .2 mg。

 Note :The addition amount in control is 5 .2 mg .

2 .8 样品测定 取本品3 批,每批3 份 ,按“2 .2 .2”制备样品

溶液, 过0 .45 μm微孔滤膜, 以10μl 进样, 测定槲皮素含量 ,

结果表明,3 批样品槲皮素含量分别为49 .8、50 .6 和49 .1

mg/ g , 平均含量49 .83 mg/ g , RSD 为1 .51 %。

3  结论与讨论

通过考察不同的提取溶媒和提取方式对胶囊前处理效

果的影响, 结果表明, 采用甲醇作为提取溶媒 , 回流提取30

min 的效果优于采用乙醇作为提取溶剂和采用甲醇的超声提

取方式。

该制剂处方中赶黄草和贯叶连翘中均含有槲皮素成分 ,

因此, 该制剂方法测得的槲皮素含量是方中槲皮素含量的总

和。结合相关文献的报道,赶黄草和贯叶连翘治疗乙肝的共

性可能提示了其共有成分槲皮素是抗乙肝病毒和修复肝损

伤的活性成分之一。另有一些文献证实了槲皮素与金丝桃

素的共存可以明显减小金丝桃素的光敏性损伤, 这更加证实

了赶黄草与贯叶连翘组方的合理性[ 6] 。
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