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HPLC法测定北合欢中槲皮素和山奈素的含量

郭美玲, 孙佳玲, 孙公国 (吉林省食品药品检验所, 长春  130033)

摘要:  目的 建立 HPLC法测定北合欢中槲皮素和山奈素的含量。方法 采用 Diamonsil C18色谱柱; 甲

醇-01 4%磷酸溶液 ( 50 B 50) 为流动相; 检测波长为 360nm; 柱温 35 e 。结果 槲皮素在 01 0088 ~
01 5262Lg 范围内呈良好的线性关系, r= 01 9997; 平均回收率 ( n= 6) 为 981 8%, RSD= 31 0%。山奈素
在 01 0242~ 11 4496Lg 范围内呈良好的线性关系, r= 01 9999; 平均回收率 ( n= 6) 为 1001 5%, RSD=

21 0%。结论 本法简便, 准确, 重现性好, 可作评价北合欢的质控方法。

关键词:  北合欢; 槲皮素; 山奈素; HPLC

中图分类号: R284; R9271 2   文献标识码: A   文章编号: 1002-7777 ( 2011) 07-0647-03

Determination of Quercetin and Kaempferide in Celatrus orbiculatus Thunb. by HPLC

Guo M eiling, Sun Jialing and Sun Gongguo ( Jilin Prov incial Institute o f Food and Drug Contro l,

Changchun 130033)

ABSTRACT:  Objective T o establish a method for the determinat ion of quercetin and kaempferide in

Celatr us orbiculatus T hunb. Methods A co lumn of Diamonsil C18 w as adopted, and the mobile phase w as

the m ixture of methano-l 01 4% phosphoric acid( 50 B 50) at a f low rate o f 11 0mL # min-1 . The w avelength
w as set at 360nm. Results There w as a good linear relat ionship of quer cet in in the concentrat ion r ange of

01 0088~ 01 5262Lg( r= 01 9997) . T he average recoverise( n= 6) w ere 981 8% ( RSD= 31 0% ) . T her e w as a

good linear relat ionship of kaempferide in the concentrat ion range of 01 0242~ 11 4496Lg ( r= 01 9999) . The
aver age recoverise( n= 6) w ere 1001 5% ( RSD= 21 0% ) . Conclusion T he method is simple andaccurate. It

can be used for the quant itat ive analy sis of Celat rus or biculatus T hunb.
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  北合欢为卫矛科植物南蛇藤 (Celatrus orbiculatus

Thunb1) 的干燥成熟果实。其主要含有槲皮素和山
奈素等多种黄酮类化合物成分。具有多种药理活

性[ 1]。山奈素能够激活 melan-a黑素细胞酪氨酸酶

的活性, 促进黑素细胞增殖, 使黑素合成量增加等

作用
[ 2]
。目前北合欢研究的报道少见, 且易与豆科

植物合欢花混淆。目前对北合欢成分研究的报道少

见。为进一步控制北合欢的质量, 本研究采用

HPLC法测定了北合欢全草中槲皮素和山奈素的含

量, 为北合欢的进一步研究提供依据[ 3-6]。

1  仪器与试药

Agilent 1100series高效液相色谱仪。

槲皮素对照品 (批号: 100081-200406, 中国

药品生物制品检定所) ; 山奈素对照品 (批号:

110861-200304, 中国药品生物制品检定所)。北合

欢 (长春中医药研究院)。经吉林省食品药品检验

所研究室孙玉斌主任药师鉴定, 为卫矛科植物南蛇

藤的干燥成熟果实, 做为本实验方法研究的样品。

见图 1~ 3。

试剂均为色谱纯及分析纯。

2  方法与结果

21 1  对照品溶液

分别精密称取槲皮素和山奈素对照品适量, 加甲

醇制成每1mL分别含 90、30Lg的混合溶液, 即得。
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21 2  供试品溶液

取本品, 粉碎, 过 3 号筛, 混匀, 取 01 5g,
精密称定, 置具塞锥形瓶中, 精密加入甲醇-25%

盐酸 ( 4B 1) 混合液 25mL, 称定重量, 加热回流

提取 30min, 滤过, 取续滤液, 即得。

21 3  色谱条件

色谱柱: Diamonsil C18 ( 41 6mm @ 250mm,

5Lm) ; 流动相甲醇-01 4%磷酸溶液 ( 50 B50) ; 流
速: 11 0mL # min-1 ; 检测波长: 360nm; 柱温

35 e ; 进样量: 10LL。色谱图见图 4。

图 4  北合欢 H PLC 色谱图

21 4  线性关系考察

精密吸取槲皮素 ( 01 0175mg # mL-1 ) 和山奈

素 ( 01 0483mg # mL-1 ) 混合对照品溶液 01 5、
21 0、101 0、201 0、、301 0LL 分别进样, 测定峰面
积。以对照品进样量 ( Lg ) 为横坐标, 峰面积为

纵坐标进行线性回归, 得槲皮素、回归方程:

Y槲皮素 = 31 7 @ 103X+ 91 1638  r= 01 9997
Y山奈素 = 31 8 @ 103X+ 91 730 @ 10-1  r= 01 9999
结果 表明槲皮素和山奈素分别在 01 0088 ~
01 5262Lg 和 01 0242~ 11 4496Lg 范围内呈良好的线
性关系。

21 5  精密度试验
精密吸取同一供试品溶液, 连续进样 6次, 计

算, 槲皮素峰面积平均值为 4441 34, 其 RSD ( n=

6) 为 01 2% , 山奈素峰面积平均值为 13821 14, 其
RSD为 01 6%, 表明精密度良好。
21 6  稳定性试验

取同一供试品溶液, 分别在 0、4、8、12、

16h进样测定, 计算, 槲皮素与山奈素峰面积平均

值分别为 4371 21 和 13741 64, 其 RSD ( n= 5) 分

别为 01 7%和 11 9%, 结果表明供试品溶液中槲皮
素与山奈素在 16h内基本稳定。

21 7  重复性试验

取样品, 照 / 21 20 项下方法制备供试品溶液
6份, 按上述色谱条件测定, 计算槲皮素、山奈素

的平均含量 ( n= 6) 分别为 01 065% 和 01 191%,
RSD分别为 11 9%和 11 5% , 表明方法重复性好。

21 8  加样回收率试验
取经同法测定的已知含量的样品 (含槲皮素为

01 065% , 山奈素为 01 191% ) 6 份, 每份 01 25g,
精密称定, 分别精密加入槲皮素对照品 01 1424mg
和山奈素对照品 01 4003mg , 照 / 21 20 项下方法
制备供试品溶液, 进样测定, 计算槲皮素和山奈素

的平均加样回收率, 结果见表 1~ 2。

表 1  槲皮素回收率试验结果

样品中已知

量( mg)

对照品加入

量( m g)

测得总量

( mg)

回收率

( % )

平均回收率

( % )

RSD

( % )

01 1596 01 1424 01 2992 981 46

01 1606 01 1424 01 2996 1001 77

01 1732 01 1424 01 3107 1001 00 1001 00 11 14

01 1725 01 1424 01 3089 981 97

01 1665 01 1424 01 3129 1011 54

01 1656 01 1424 01 3112 1001 26

表 2  山奈素回收率试验结果

样品中已知

量( mg)

对照品加入

量( m g)

测得总量

( mg)

回收率

( % )

平均回收率

( % )

RSD

( % )

01 4691 01 4003 01 8663 991 23

01 4720 01 4003 01 8677 981 85

01 4899 01 4003 01 8914 1001 30 991 48 01 50

01 4878 01 4003 01 8864 991 58

01 4892 01 4003 01 8882 991 68

01 4867 01 4003 01 8839 991 23
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21 9  样品的含量测定

比较其他不同企业提供的样品粉末 (过 3 号

筛) , 分别按 / 21 10 和 / 21 20 项下的方法制备供
试品溶液和对照品溶液。分别精密吸取供试品溶液

和对照品溶液各 10LL, 注入液相色谱仪, 记录色

谱图, 根据峰面积采用外标法计算含量, 北合欢药

材的含量测定结果见表 3。

表 3  样品槲皮素和山奈素测定结果

序号 企业 槲皮素含量( % ) 山奈素含量( % )

1 长春本草堂药业  01 055 01 248

2 长春中医药研究院 01 062 01 194
3 长春中医药大学  01 054 01 153

4 长春北方生化制药 01 057 01 158

3  讨论

31 1  北合欢的药材确定
合欢花系豆科植物合欢的干燥花序, 而北合欢

为卫矛科植物南蛇藤的干燥成熟果实。目前, 国内

有些地方对合欢的研究比较混乱, 误将合欢花与北

合欢混淆应用。为明确北和欢基源, 本研究所指的

合欢系北合欢, 有别于豆科植物合欢, 并为北合欢

的进一步研究提供了依据。

31 2  对供试品提取溶剂的研究
本实验对供试品的提取溶剂进行了考察: 分别

以盐酸 ( 3 y 10) 和 25%盐酸-甲醇 ( 1 B 4) 混合

溶液为提取溶剂, 所测有效成分含量相差不大; 参

考 5中国药典6 2005 年版一部 / 银杏叶0 项下的
方法, 故以 25%盐酸-甲醇 ( 1 B 4) 混合溶液作为

提取溶剂。

31 3  对不同厂家色谱柱的考察

通过对色 谱柱 Diamonsil C18 ( 41 6mm @
250mm , 5Lm ) ; Ag ilent-T c C18 ( 41 6mm @

250mm , 5Lm ) ; Apollo C18 ( 250mm @ 41 6mm,
5L) 的研究比较, 三者峰形均正态, 分离良好。

择优后选择 Diamonsil C18作为系统条件色谱柱。
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(上接第 631页) 逾期不履行处罚决定, 又不申请

复议或起诉的, 将申请法院强制执行。这既是当事

人享有救济权期限的知情, 也是对当事人自动履行

处罚决定的忠告。救济权期限不是决定当事人执行

处罚决定的时间限定, 显然不是确定是否结案的时

限, 而复议期间或诉讼期间对当事人的处罚决定也

可能执行或者不执行。

31 3  行政救济不是处罚决定执行方式

复议机关或法院对药品监管部门作出的罚没款

行政处罚决定是否合法与适当进行审查或审理, 其

结果是作出维持、撤销、变更等的决定或判决, 对

行政处罚决定的执行结果不作决定或判决, 对行政

处罚决定是否自动履行还是强制执行也不作审理、

不下结论, 对行政处罚案件是否结案也不作约束。

而且执法实践中, 还有复议和诉讼结束后再申请强

制执行的案例, 所以行政复议、行政诉讼不是处罚

决定的执行方式, 不能以当事人的法定诉讼期限的

届满为结案时限

综上所述, 药品监督行政处罚案件罚没款处罚

决定内容全部履行或执行的终结时间为案件结案时

限, 而行政处罚案件的结案不影响行政复议的审查

和决定、不影响行政诉讼的审理和判决, 行政处罚

决定不能因申请行政复议或提起行政诉讼而停止执

行。因此, 药品监督罚没款行政处罚案件的 /结案
时限0 应以罚没款处罚决定 /执行完毕0 为准, 而

不应以 /法定诉讼期限0 为准。
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