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bb!摘要"b目的b建立高效液相色谱"C$:!#同时测定痔瘘洗液中大黄素和大黄酚含量的方法!为该制剂

的质量评价提供依据( 方法b采用 C$:!法同时测定痔瘘洗液中大黄素和大黄酚的含量!色谱柱$R+#(H'"

WN*P!/5"Ld3 ,,e-0. ,,!0

!

,#)流动相$甲醇P.d/f磷酸水溶液"体积比为 5.g-.#)流速为 .d5 ,#h,(?!检

测波长为 -0L ?,!柱温为 -0 i)进样量 /.

!

#( 结果b大黄素*大黄酚的进样量分别在 /d2. j3d..

!

@h,#"! k0!

Gk.d222#和 Ld.. j/5d0/

!

@h,#"! k0!Gk.d222#范围内与各自的峰面积呈良好的线性关系)平均回收率分

别为 25d5.f*/.-d0.f!相对标准偏差"G7N#分别为 .d/2f"! k3#*.d.-f"! k3#( 结论b该法具有操作简

单*准确*回收率好*精密度和重复性高*分析快速等优点!可作为痔瘘洗液的质量控制方法(

bb!关键词"b高效液相色谱)b痔瘘洗液)b大黄素)b大黄酚)b同时测定

bb!中图分类号"bG-5Ld-b!文献标识码"bSb!文章编号"b/3ML 415.3#-.-/$.2 4.2-. 4.0

bbD)(%/.61232hl6(''?6/3ML 415.36-.-/6.26/M

+.-2+

!%(?"'"J)E=?;#)UK"T!#(?(+;#A"D(+(?"!7"H8",<"=-.-/!a)#E,"/L!KE,<"=2bb



!"#$%&'()*$+,)&)-#"('&"*(*.)#*,"('(,/0-1+*20'(*%"(3)#*--0*",+4"+&$%' 5*&"*(61 3758#)&0*,9

"#$%&'()'!! *+$,-!.(/'!.012/34562!5-7*834639:! 582*2-/;2<=,-=/'53;-7%>3!.?'@8>3!. +>5-!-6->=A2.'-!!

$3!!'!. 01..-/! B8'!3

bb%:6+&-'/&&b;6<)/&"=)bF)"'8;<#('% ;,"8%)D U)=8%"'(,E#8;?")E'D"8"=,(?;8()? )U",)D(? ;?D +%=&')H%;?)#(?

C",)==%)(D'O('8E#;:)8()? <&%(@%PH"=U)=,;?+"#(YE(D +%=),;8)@=;H%&"C$:!# ;?D 8)H=)I(D"8%"<;'('U)=8%"YE;#(8&

"I;#E;8()? )U8%"H="H;=;8()?6>)&0*,+bF%"+)?8"?8')U",)D(? ;?D +%=&')H%;?)#(? C",)==%)(D'O('8E#;:)8()? T"="

'(,E#8;?")E'#&D"8"=,(?"D <&C$:!6S+%=),;8)@=;H%(++)#E,? )UR+#(H'"WN*P!/5"Ld3 ,,e-0. ,,! 0

!

,#

T;'E'"D6A"8%;?)#P.d/f H%)'H%)=(+;+(D ;YE")E'')#E8()?"5.g-.! aha# T;'E'"D ;',)<(#"H%;'";8;U#)T=;8"

)U.d5 ,#h,(?! ;?D 8%"D"8"+8()? T;I"#"?@8% T;''"8;8-0L ?,6F%"+)#E,? 8",H"=;8E="T;'-0 i ;?D 8%"(?l"+8()?

I)#E,"T;'/.

!

#6?)+$%&+bF%"="T;';@))D #(?";=="#;8()?'%(H <"8T""? ",)D(? (?l"+8()? I)#E,";?D (8'H";\ ;=";

(? ;=;?@")U/d2. j3d..

!

@h,#"! k0! Gk.d222#! ;?D 8%"="T;';@))D #(?";=="#;8()?'%(H <"8T""? +%=&')H%;?)#

(?l"+8()? I)#E,";?D (8'H";\ ;=";(? ;=;?@")ULd.. j/5d0/

!

@h,#"! k0! Gk.d222#! T(8% 8%";I"=;@"="+)I"=&

=;8"')U",)D(? ;?D +%=&')H%;?)#<"(?@25d5.f ;?D /.-d0.f! ="'H"+8(I"#&!;?D 8%"="#;8(I"'8;?D;=D D"I(;8()?'"G7N#

)U",)D(? ;?D +%=&')H%;?)#<"(?@.d/2f"! k3# ;?D .d.-f"! k3#! ="'H"+8(I"#&68*(/%$+"*(bF%","8%)D %;'8%"

;DI;?8;@"')U'(,H#")H"=;8()?! ;++E=;+&! @))D ="+)I"=&=;8"! %(@% H="+('()? ;?D @))D ="H";8;<(#(8&! ;?D =;H(D ;?;#&'('6

X8+;? <"E'"D U)=8%"YE;#(8&+)?8=)#,"8%)D )UC",)==%)(D'O('8E#;:)8()?6

bb%@)1 A*-,+&bC(@%PH"=U)=,;?+"#(YE(D +%=),;8)@=;H%&"C$:!#)bC",)==%)(D'O('8E#;:)8()?)bR,)D(?)b

!%=&')H%;?)#)b7(,E#8;?")E'D"8"=,(?;8()?

bb痔瘘洗液由红花*山银花*大黄*桃仁*花椒*当

归*苦参*虎杖*黄柏*地榆炭*白芷和芒硝"配比为

-g1g1g/d0g/d0g-g1g1g1g1g1g/d0#共十二味中药经

加工制成%/&

!处方中的大黄具有利湿退黄*泻热通

便*解毒消痈之功!为骏猛之品当为君药!与臣药黄

柏*山银花*苦参*地榆炭*白芷"辅助君药大黄加强

清热解毒*活血止痛*收敛生肌之功#!佐药红花*桃

仁*花椒*当归*虎杖"协助君*臣药以加强治疗作用#!

使药芒硝"引经调和药#!共奏清热解毒*活血止痛*

收敛生肌之功效( 药理研究表明!痔瘘洗液对金黄

色葡萄球菌*铜绿假单胞菌*大肠杆菌*甲型链球菌*

乙型链球菌等细菌均有抑制作用%-&

( 本品临床主要

用于痔疮术后坐浴%1&

*痔瘘病%L&和肛门水肿%0&等治

疗( 由于大黄素和大黄酚为痔瘘洗液的重要抗菌活

性成分!因此!测定大黄素和大黄酚的含量对痔瘘洗

液的质量控制显得尤为重要( 根据大黄素和大黄酚

的分子结构特点!本研究采用高效液相色谱"%(@%P

H"=U)=,;?+"#(YE(D +%=),;8)@=;H%&!C$:!#法同时测

定痔瘘洗液中大黄素和大黄酚的含量!为建立该制

剂的质量控制方法和质量评价提供依据(

B9材料与方法

BCB9仪器与试药9/-.. 型高效液相色谱仪"美国

S@(#"?8公司#)!$--0N型电子天平"德国赛多利斯

公司#)S[P/-. 型电子天平"西班牙!>*>7 公司#(

大黄素*大黄酚对照品"中国药品生物制品检定所!

批号分别为 //.M03P-..//.*//.M23P-..3/0( 规格$大

黄素含量为25dMf!-. ,@h支)大黄酚含量为22d-f!

-. ,@h支#( 痔瘘洗液"上海凯宝药业股份有限公

司!批号$-././-/L*-./..M//*-./../-/!均在药品

有效期内完成试验#( 乙腈为色谱纯!其他试剂为

分析纯!水为超纯水(

BCD9方法

/d-d/b色谱条件与系统适用性试验b色谱柱$R+#(H'"

WN*P!/5"Ld3 ,,e-0. ,,!0

!

,#( 柱温 -0 i( 进

样量$供试品*对照品各 /.

!

#( 流动相$甲醇P.d/f

磷酸水溶液"5.g-.!aha#( 检测波长选择 -0L ?,(

流速为 .d5 ,#h,(?(

/d-d-b溶液的制备

/d-d-d/b对照品溶液的配制b分别精密称取大黄

素*大黄酚对照品适量!加入无水乙醇P乙酸乙酯"-g/#

混合溶液制成每 / ,#含大黄素 /.

!

@*大黄酚 -0

!

@

的混合对照品溶液!作为对照品储备液(

/d-d-d-b供试品溶液的配制b精密量取供试品 1. ,#!

加盐酸 1 ,#!加热回流 1. ,(?!立即冷却!用三氯甲

烷提取 1 次!每次 1. ,#合并三氯甲烷液!蒸干!残渣

用甲醇使溶解!转移至 /. ,#量瓶中!并稀释至刻

度!摇匀!用微孔滤膜".dL0

!

,#滤过!制得供试品

溶液( 该法制备的供试品溶液所得的峰形*出峰时

间及分离都可达到较好效果(

/d-d-d1b阴性样品溶液配制b取不含大黄的阴性

样品!采用供试品溶液制备方法",/d-d-d--项下#

制备阴性样品溶液!进样分析(

/d-d-dLb线性关系考察b分别取,/d-d-d/-项下

的大黄素和大黄酚对照品溶液!加甲醇制成每 /

!

#

+/-2+
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含大黄素 .d/3

!

@*大黄酚 .dM2

!

@的混合对照品溶

液!作为系列浓度的对照品溶液( 依次自动进样 0*

/.*/0*-.*-0

!

#!记录色谱图( 以对照品进样量

W"

!

@#为横坐标!峰面积 ]为纵坐标!进行线性回

归分析(

/d-d-d0b精密度考察b分别精密吸取,/d-d-d/-

项下的大黄素和大黄酚混合对照品溶液 /.

!

#!在相

同的色谱条件下连续进样 3 次!分别测定峰面积的

积分值( 分别计算大黄素*大黄酚峰面积的相对标

准偏差"="#;8(I"'8;?D;=D D"I(;8()?!G7N#(

/d-d-d3b稳定性试验b取同一供试品溶液!于室温

下 .*-*L*3*5*/-*-L % 分别按上述色谱条件测定!

分别测定大黄素*大黄酚的峰面积积分值!分别计算

大黄素*大黄酚峰面积的G7N(

/d-d-dMb重复性试验b取同一批样品"批号$-./..M//#

共 3 份!按供试品溶液制备方法平行制备溶液并测

定大黄素*大黄酚的平均含量及其相应的G7N(

/d-d-d5b加样回收率试验b取已知含量的样品"批

号$-./..M//#/. ,#!分别精密加入一定量的大黄素*

大黄酚对照品!按,/d-d-d--项下的方法制备供试品

溶液!按,/d-d/-项下的色谱条件测定!计算加样回

收率(

/d-d-d2b样品含量测定b取 1 批痔瘘洗液样品!按

,/d-d-d--项下的方法制备供试品溶液!按,/d-d/-项

下的色谱条件测定!计算样品的大黄素*大黄酚含量(

D9结果

DCB9色谱条件与系统适用性试验结果b结果表明!大

黄素和大黄酚!及其与杂质峰分离良好!分离度m/d0!

所得峰形尖!对称!重复性好!无拖尾现象!理论塔板

数符合要求!说明色谱柱柱效高!同时无阴性干扰!

出峰时间亦达到满意的效果( 结果提示色谱条件选

择恰当!系统适用性试验良好( 见图 /(

"

对照品)

#

供试品)

$

阴性样品"/0dM-5P大黄素)-/d/M/P大黄酚#

图 /b高效液相色谱图

DCD9线性关系考察结果9以对照品进样量 W"

!

@#

"为横坐标#!对峰面积]"为纵坐标#进行线性回归

分析!结果表明!各组分在表 / 浓度范围内的线性关

系良好( 见表 /(

表 /b大黄素和大黄酚的线性与范围

化合物 线性范围"

!

@h,## 回归方程 G

大黄素 /d2. j3d.. ]k0dMM32W4/d0210"! k0# .d222

大黄酚 Ld.. j/5d0/ ]kMd-.02W4.d225."! k0# .d222

DCE9精密度考察结果9大黄素*大黄酚峰面积的

G7N分别为 .d10f*.d/-f"! k3#!表明仪器精密

度良好(

DCF9稳定性试验结果9室温下 . j-L % 内!大黄

素*大黄酚的 G7N分别为 /d0-f*.dLLf" ! k3#!

表明供试品溶液在 -L %内基本稳定(

DCG9重复性试验结果9同一批样品的大黄素*大黄

酚的平均含量分别为 Ld51

!

@h,#*2d-2

!

@h,#!G7N

分别为 .d5Lf*.d3/f"! k3#!表明分析方法重复

性良好(

DCH9加样回收率试验结果9已知含量的样品的加

样回收率试验结果提示!大黄素*大黄酚的平均回收

率分别为 25d5.f*/.-d0.f!G7N分别为 .d/2f*

.d.-f( 见表 -(

表 -b加样回收率试验测定结果

组分
名称

取样量
",##

样品含量
"

!

@#

加入量
"

!

@#

测得量
"

!

@#

回收率
"f#

平均回收率
"f#

G7N

"f#

大黄素 /0d.. 1d. /d01 1d.1 25d.. 25d5. .d/2

/0d.. 1d. /d01 1d.L 25dM.

/0d.. 1d. /d01 1d.0 22d1.

/0d.. 1d. /d01 1d.M /..d..

/0d.. 1d. /d01 1d.1 25d..

/0d.. 1d. /d01 1d.0 22d1.

大黄酚 /0d.. 3d-- 1d.5 3d-M /.1d3. /.-d0. .d.-

/0d.. 3d-- 1d.5 3d-/ /./d3.

/0d.. 3d-- 1d.5 3d-/ /./d3.

/0d.. 3d-- 1d.5 3d-- /./d2.

/0d.. 3d-- 1d.5 3d13 /.3d0.

/0d.. 3d-- 1d.5 3d/2 /..d..

+--2+

!%(?"'"J)E=?;#)UK"T!#(?(+;#A"D(+(?"!7"H8",<"=-.-/!a)#E,"/L!KE,<"=2bb



DCI9样品含量测定结果91 批痔瘘洗液样品的大

黄素*大黄酚含量测定结果见表 1(

表 1b样品含量测定结果!! k1"

批b号 -././-/L -./..M// -./../-/ G7N"f#

大黄素"

!

@h,## /d5. /d5M /d3M 0dM.

大黄酚"

!

@h,## 5d12 5d-0 5d01 /d3M

E9讨论

ECB9大黄素与大黄酚具有相似的分子结构!两者极

性相近!传统的化学分析方法可将大黄素与大黄酚混

合物"如总蒽醌#的乙醚液!依次用碳酸钠*氢氧化

钠水溶液萃取!分别得到大黄素*大黄酚)或利用聚

酰胺柱层析法!以稀醇至高浓度醇洗脱!依次得到大

黄素*大黄酚( 但这些方法具有步骤繁琐*操作复

杂*准确度差*回收率低*精密度和重复性不高*分析

结果慢等缺点!均不适宜作为制剂的质量控制方法(

C$:!法以液体为流动相!将不同极性的混合物溶

于溶剂中!通过高压输液系统!泵入装有固定相的色

谱柱中!在柱内各成分被分离后!进入检测器进行检

测( C$:!法具有高压*高速"分析速度快#*高效"分

离效能高#*高灵敏度*操作简便*重现性好和应用范

围广等特点( 已有一些文献报道通过 C$:!法同时

测定大黄素*大黄酚等成分的含量!对口服中成药%3PM&

*

外用中成药%5P//&

*中药材%/-P/1&甚至一些民族药%/L&进

行有效质量控制( 由于大黄是痔瘘洗液的重要药

味!而大黄素和大黄酚则是大黄的主要有效成分( 目

前已见一些关于痔瘘洗液质量标准研究的报道$杨

家福等%/0&采用薄层色谱法鉴别痔瘘洗液中的大黄*

黄柏)陈展%/3&采用加速试验和长期试验方法!考察

痔瘘洗液在不同试验条件下样品的性状*鉴别*含量

及微生物的变化!并对痔瘘洗液进行了质量稳定性

考察!以评价该药品质量)陈展和凌晓云%/M&还建立

了痔瘘洗液微生物限度检查方法)陈展和吴晓燕%/5&

采用C$:!法对山银花中的绿原酸进行了含量测定以

建立痔瘘洗液的质量控制方法( 本研究采用C$:!法

同时测定痔瘘洗液中主要抗菌活性成分大黄素和大

黄酚的含量!具备一定的难度和较好的药理针对性!

其方法及实验过程可重复性较好!进一步拓宽痔瘘

洗液的质量标准研究!为建立该制剂精准的质量控

制方法和提高质量评价标准提供依据!具备一定的

创新性和指导意义(

ECD9从本研究结果概括出以下几点体会( "/#大黄

素*大黄酚提取条件的确定( 在对痔瘘洗液中大黄

素和大黄酚进行提取的预实验中!曾试用 0f j1.f

盐酸进行酸化处理!结果表明利用 /.f盐酸酸化后

提取效果最佳( 在对加热回流时间"0 j3. ,(?#进

行考察时确定加热回流 1. ,(? 为最佳时间( 在对

甲醇*乙醇*三氯甲烷等溶剂进行考察时!确定三氯甲

烷提取 1 次较为完全且易于挥发蒸干溶剂( "-#大

黄素*大黄酚检测波长的确定( 根据大黄素和大黄

酚均具有共轭双键结构的特点!以及凡具有芳香环

或共轭双键结构的有机化合物在特定吸收波长处所

测得的吸收度可用于药品的鉴别*纯度检查及含量

测定的原理%/2&

!各取大黄素*大黄酚对照品的甲醇

溶液!经可见紫外分光光度计!在 --. jLM. ?,波长

的范围内进行扫描!结果大黄素和大黄酚的最大吸

收波长分别是 -01d2 ?,和 -00d/ ?,( 借鉴其他含

大黄成分的中成药进行大黄素和大黄酚含量同时测

定以监控产品质量的方法%-.&

!以及笔者对含大黄成

分的中成药痔瘘洗液样品的实际测定结果!本研究

确定大黄素*大黄酚同时测定的检测波长为 -0L ?,(

"1#流动相和柱温的确定( 一般用于分离大黄素和大

黄酚的流动相主要有甲醇P.d/f磷酸水溶液"M.g1.#*

甲醇P.d/f磷酸水溶液"50g/0#和甲醇P.d/f磷酸

水溶液"5.g-.#( 对以上的流动相!采用柱温 -0i!

流速 .d5 ,#h,(?!逐一系统进行试验!结果发现甲

醇P.d/f磷酸水溶液"5.g-.#为流动相时!对痔瘘洗

液中大黄素*大黄酚及其相邻峰分离良好!分离度m

/d0!同时所得到的峰形尖!对称!重复性好!不拖尾!

理论塔板数符合要求!柱效高!同时无阴性干扰!出

峰时间亦达到满意的效果( "L#进样量的考察( 分

别对进样量为 0

!

#*/.

!

#*-.

!

#的对照品和样品进

行考察!结果发现!在峰的响应值满足的前提下!综

合考虑峰形*峰高*G7N值*杂质干扰和色谱柱寿命

等情况!决定 /.

!

#为较为理想的进样量( "0#色谱

条件的确定( 通过优选!本研究确定 C$:!法同时

测定痔瘘洗液中大黄素和大黄酚含量的色谱条件$

柱温 -0 i!流速 .d5 ,#h,(?!流动相为甲醇P.d/f

磷酸水溶液"5.g-.#(

总之!利用上述色谱条件以 C$:!法同时测定

痔瘘洗液中的大黄素*大黄酚含量时!大黄素*大黄

酚与其他干扰成分得到较好的分离( 该法具有操作

简单*准确*回收率好*精密度和重复性高*分析快速

等优点!可用来连续测定痔瘘洗液中的大黄素*大黄

酚含量!同时该色谱条件下阴性样品溶液不产生干

扰!提示该方法适合作为痔瘘洗液的质量控制方法(

+1-2+
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