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［摘　 要］ 　 建立了超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）测定肾复康合剂中主成分落新妇苷和芦丁的含量。 采

用反相高效液相色谱法对落新妇苷和芦丁进行色谱分离和快速定量测定。 以 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＴＭ

Ｃ１８ 色谱柱（２．１ ｍｍ×１００ ｍｍ，１．７ μｍ）为分离柱，柱温 ３５ ℃；以乙腈－０．１％甲酸水溶液进行梯度洗

脱；流速 ０．３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量 ５ μＬ；检测波长为 ２０４ ｎｍ。 通过光谱图、保留时间和峰面积参数对落

新妇苷和芦丁进行定性定量检测。 落新妇苷在 ２ ～ ７５ μｇ ／ ｍＬ 的范围内线性关系良好（Ｒ２＞０．９９８）；

方法检出限为 １ μｇ ／ ｍＬ，方法定量限为 ２ μｇ ／ ｍＬ； 芦丁在 ４ ～ １５０ μｇ ／ ｍＬ 的范围内线性良好（Ｒ２ ＞

０．９９６）；方法检出限为 ２ μｇ ／ ｍＬ，方法定量限为 ４ μｇ ／ ｍＬ，完全满足检测需求。 该方法色谱分离较

好，分析速度较快，前处理简单，适用于肾复康合剂中落新妇苷和芦丁的定性定量检测。
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　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒｓ： ＸＵ Ｅｎ－ｍｉｎ， Ｅ－ｍａｉｌ：３０６９６４９００＠ ｑｑ．ｃｏｍ； ＤＩＮＧ Ｘｉｎ－ｒｅｎ， Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉｎｒｅｎｄｉｎｇ＠ １６３．ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＵＰＬＣ－ＵＶ） ｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄ

ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｉｌｂｉｎ ａｎｄ ｒｕｔｉｎ ｉｎ ｓｈｅｎｆｕｋａｎｇ ｍｉｘｔｕｒｅ． ＵＰＬＣ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｓｏｌａｔｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｏｆ ａｓｔｉｌｂｉｎ ａｎｄ ｒｕｔｉｎ． ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＴＭ Ｃ１８ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ （２．１ ｍｍ×１００ ｍｍ，１．７ μｍ）

ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ ａｔ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ３５ ℃； Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ
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－０．１％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ； Ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｉｓ ０．３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ， ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｉｓ ５ μ Ｌ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｉｓ ２０４ ｎｍ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ， ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｓｔｉｌｂｉｎ ａｎｄ ｒｕｔｉｎ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ

ｂｙ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ａｎｄ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｐｅａｋ ａｒｅａ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ． Ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ２～７５ μｇ ／ ｍＬ， ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

ｏｆ ａｓｔｉｌｂｉｎ ｉｓ ｇｏｏｄ （Ｒ２＞０．９９８）； ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ １ μｇ ／ ｍＬ， ａｎｄ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｔｈｅ

ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ２ μｇ ／ ｍＬ； Ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ４ ～ １５０ μｇ ／ ｍＬ， ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｒｕｔｉｎ ｉｓ ｇｏｏｄ （Ｒ２ ＞０．９９６）； Ｔｈｅ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ２ μｇ ／ ｍＬ（Ｓ ／ Ｎ＞３）， ａｎｄ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ４ μｇ ／ ｍＬ（Ｓ ／ Ｎ＞

１０）， ｆｕｌｌｙ ｍｅｅｔ ｔｅｓｔｉｎｇ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｇｏｏｄ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ，ｆａｓｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｐｅｅｄ ａｎｄ ｓｉｍｐｌｅ

ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｉｌｂｉｎ ａｎｄ ｒｕｔｉｎ ｉｎ ｓｈｅｎｆｕｋａｎｇ ｍｉｘｔｕｒｅ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｓｈｅｎｆｕｋａｎｇ ｍｉｘｔｕｒｅ； ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ； ａｓｔｉｌｂｉｎ； ｒｕｔｉｎ

　 　 肾复康合剂由土茯苓、槐花、白茅根、益母草、

广藿香等中药经提取加工所制成的口服液体制剂，

本处方来源于中华人民共和国药典 ２０１５ 年版一部

“肾复康胶囊”，具有清热利尿、益肾化浊的功

能［１］。 经过提取工艺参数的优化、药学药效、靶动

物鸡安全性及稳定性试验等的研究，开发成一种新

兽药合剂，主成分土茯苓具有解毒除湿通利关节的

作用，槐花具有凉血止血之妙，在中兽医临床上用

于防治由鸡大肠杆菌病、鸡传染性法氏囊病、鸡传

染性支气管炎、鸡病毒性肾炎或中毒、营养代谢障

碍等引起的鸡肾肿湿热证，经临床试验证实在靶动

物鸡上兑水饮用［２］，安全有效经济方便。 以往常常

采用普通高效液相色谱方法检测土茯苓和槐花主

成分中落新妇苷和芦丁的含量［３－６］，时间长，检测结

果慢。 本实验开发了超高效液相色谱－紫外检测法

测定肾复康合剂中落新妇苷和芦丁的含量，快速可

行，经济环保。

１　 材料与方法

１．１　 药品及试剂　 落新妇苷（批号 １１１５７４－２０１４０４，

２０ ｍｇ，中国食品药品检定研究院）；芦丁 （批号

１１１８６８－ ２０１４０１，２０ ｍｇ，中国食品药品检定研究

院）。 甲酸、甲醇、乙腈、磷酸均为色谱纯；超纯水。

肾复康合剂，批号 ２０１５０６０１，青岛蔚蓝生物股份有

限公司小试生产产品。

１．２　 仪器　 分析天平：感量 ０．００００１ ｇ；仪器 Ｗａｔｅｒｓ

ＡｃｑｕｉｔｙＴＭ Ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ＬＣ 超高效液相色谱

仪；Ａｇｌｉｅｎｔ１２６０ 高效液相色谱仪。

１．３　 方法

１．３． １ 　 供试品溶液制备 　 精密量取本品 ０． ５ ～

１．０ ｍＬ，加 ６０％甲醇稀释至 ５０ ｍＬ，摇匀，滤过，取续

滤液，即得。

１．３．２　 标准储备液的制备 　 精密称取落新妇苷

１０．０３ ｍｇ，加 ６０％ 甲醇至 １０ ｍＬ，精密称取芦丁

９．９８ ｍｇ，加 ６０％甲醇至 １０ ｍＬ。

１．３．３　 标准工作液的制备　 取适量标准储备液，用

６０％甲醇稀释，制备成系列浓度为：落新妇苷 ２、５、

１０、２５、 ５０、 ７５ μｇ ／ ｍＬ， 芦 丁 ４、 １０、 ２０、 ５０、 １００、

１５０ μｇ ／ ｍＬ标准工作液，绘制标准曲线。

１．３．４ 　 色谱操作条件及参数 　 色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹ

ＵＰＬＣＴＭ Ｃ１８ 色谱柱（２．１ｍｍ×１００ ｍｍ，１．７ μｍ）；流

动相 Ａ：乙腈；流动相 Ｂ：０．１％甲酸溶液，进行梯度

洗脱；流速： ０． ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量： ５ μＬ； 柱温：

３５ ℃，进样室温度 １０ ℃。 二极管阵列检测器，检

测波长为 ２０４ ｎｍ。 液相色谱梯度洗脱程序见表 １。

表 １　 梯度洗脱条件表

Ｔａｂ １　 Ｔａｂｌｅ ｏｆ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ ／ ％ Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ｂ ／ ％ ｃｕｒｖｅ

０ １０ ９０

１ １０→１２ ９０→８８ ６

３．５ １２→１５ ８８→８５ ６

７ １５ ８５ ６

８ １５→４０ ８５→６０ ６

８．５ ４０→１０ ６０→９０ ６

１０ １０ ９０ ６
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１．３．５　 重复性试验和精密度试验　 配制５０ μｇ ／ ｍＬ

落新妇苷 １００ μｇ ／ ｍＬ 芦丁对照品溶液，重复配置

６ 份，进样，计算落新妇苷、芦丁峰面积 ＲＳＤ。 配制

５０ μｇ ／ ｍＬ 落新妇苷 １００ μｇ ／ ｍＬ 芦丁对照品溶液，

重复进样 ６ 次，计算落新妇苷、芦丁峰面积 ＲＳＤ。

１．３．６　 检测限和定量限的测定　 对落新妇苷和芦

丁的标准工作液，进行 ＵＰＬＣ 的分析，并逐级降低

其浓度，以溶液检测时的信噪比（Ｓ ／ Ｎ）分别大于等

于 ３ 和 １０ 作为药物的检测限和定量限。

１．３．７　 不同色谱条件样品检测比较　 使用普通的

液相色谱仪和超高效液相色谱仪在不同的色谱条

件下运行，对同一合剂样品中两主成分落新妇苷和

芦丁的含量、检测波长和出峰时间分别进行比较。

１．３．８　 稳定性试验　 进样室温度设置到 １０ ℃。 取

１．３．５ 项下 ５０ μｇ ／ ｍＬ 落新妇苷 １００ μｇ ／ ｍＬ 芦丁溶

液，在 １０ ℃放置 ３、６、１２、２４ ｈ；各进样 ２ μＬ，计算落

新妇苷、芦丁峰面积 ＲＳＤ。

１．３．９　 回收率的测定 　 精密称定已知含量（原有

量）的同一批合剂样品 ０．５ ｍＬ 共 ６ 份，加入落新妇苷

储备液 １．０ ｍＬ 和芦丁储备溶液 ２．５ ｍＬ，按供试品溶

液制备方法分别制备供试品溶液 ５０ ｍＬ，进样，记

录色谱图，按外标法以峰面积计算，计算落新妇苷

和芦丁的回收率和 ＲＳＤ。

１．３．１０　 色谱柱耐受性　 本实验选择了 ３５ ℃流速

０．３４、０．３５、０．３６ ｍＬ ／ ｍｉｎ 测试色谱柱保留时间的耐

受性。 并选择流速 ０． ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 保持不变，柱温

３５、３８、４０ ℃进样，测试色谱柱的耐受性。

２　 结果与分析

２．１　 色谱分离 　 在优化的色谱条件下，测得落新

妇苷和芦丁色谱峰峰形良好，且均达到基线分离，

满足分离度要求。

２．２　 线性 　 在选定的色谱条件下，使用梯度洗脱

的方法，可以有效地分离目的峰，落新妇苷在 ２ ～

７５ μｇ ／ ｍＬ 的范围内标准曲线方程为 ｙ ＝ ８８３００ｘ＋

７７０００，Ｙ 为落新妇苷峰面积，Ｘ 为落新妇苷的浓度，

其相关系数 Ｒ２ 大于 ０．９９８，线性良好；芦丁在 ４ ～

１５０ μｇ ／ ｍＬ 的范围内标准曲线为 ｙ ＝ ４３８００ｘ ＋

１２６０００，Ｙ 为芦丁峰面积，Ｘ 为芦丁的浓度，其相关

系数 Ｒ２ 大于 ０．９９６，线性良好。

２．３　 重复性试验和精密度试验 　 配制 ５０ μｇ ／ ｍＬ

落新妇苷 １００ μｇ ／ ｍＬ 芦丁对照品溶液，重复 ６ 份，

进样，计算落新妇苷、芦丁峰面积 ＲＳＤ 分别为

０．６３％、０．５９％，满足实验要求。 取 ５０ μｇ ／ ｍＬ 落新

妇苷 １００ μｇ ／ ｍＬ 芦丁对照品溶液，重复进样 ６ 次，

计算落新妇苷、芦丁峰面积 ＲＳＤ 为 ０．２３％、０．２６％，

满足实验要求。

２．４　 检测限和定量限　 １ μｇ ／ ｍＬ 落新妇苷 ２ μｇ ／ ｍＬ

芦丁对照品溶液信噪比＞３ 为检出限，２ μｇ ／ ｍＬ 落

新妇苷 ４ μｇ ／ ｍＬ 芦丁对照品溶液信噪比＞１０ 为定

量限。

２．５　 不同色谱条件样品检测结果比较　 对同一合

剂样品中两主成分落新妇苷和芦丁的含量、检测波

长和出峰时间分别进行了比较，结果如表 ２ 所示。

表 ２　 不同色谱条件检测结果表（ｎ＝６）

Ｔａｂ ２　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒ （ｎ＝６）

ｗａｔｅｒｓ 超高效液相色谱－紫外检测法（ＵＰＬＣ） Ａｇｌｉｅｎｔ 高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）

落新妇苷（ＲＳＤ） 芦丁（ＲＳＤ） 落新妇苷（ＲＳＤ） 芦丁（ＲＳＤ）

含量 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） １．９８ （０．６６％） ４．８１ （０．７２％） ２．０１ （０．６５％） ４．７７（０．７５％）

检测波长 ／ ｎｍ ２０４ ２０４ ２９１ ２５７

出峰时间 ／ ｍｉｎ ５．８ ４．９ １３．３ １６．４

·３·
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　 　 高效液相色谱运行条件按照中华人民共和国

药典方法进行［１］。 由于两种色谱方法均已通过其

方法学验证，均可以准确控制其指标成分。 从检测

效率上看，优选超高效法（ＵＰＬＣ）色谱图见图 １～图

２。 普通色谱法采用了双波长检测落新妇苷和芦丁

的含量，色谱图见图 ３～图 ４。

２．６　 稳定性试验 　 落新妇苷、芦丁峰面积 ＲＳＤ 为

０．４７％、０．５８％，满足实验要求。

２．７　 加样回收试验结果　 落新妇苷和芦丁的平均

回收率为 ９８．３３％和 ９７．１４％，ＲＳＤ 分别为 ０．８８％和

１．１８％ （表 ３～表 ４）。

图 １　 ７５ μｇ ／ ｍＬ 落新妇苷 １５０ μｇ ／ ｍＬ 芦丁对照品溶液色谱图（２０４ ｎｍ）
Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ７５μｇ ／ ｍＬ ａｓｔｉｌｂｉｎ ａｎｄ １５０μｇ ／ ｍＬ ｒｕｔｉｎ ａｔ ２０４ ｎｍ

图 ２　 肾复康合剂样品色谱图 ２０４ ｎｍ
Ｆｉｇ ２　 ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｓｈｅｎｆｕｋａｎｇ ｍｉｘｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅ ａｔ ２０４ ｎｍ

图 ３　 高效液相色谱法 对照品色谱图

Ｆｉｇ ３　 ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｂｙ ＨＰＬＣ
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图 ４　 高效液相色谱法 肾复康合剂色谱图

Ｆｉｇ ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｓｈｅｎｆｕｋａｎｇ ｍｉｘｔｕｒｅ ｂｙ ＨＰＬＣ

表 ３　 落新妇苷加样回收率试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ａｓｔｉｌｂｉｎ

原有量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

０．９８８ １．００１ １．９７２ ９９．１６

０．９８８ １．００１ １．９３２ ９７．１１

０．９８８ １．００１ １．９６１ ９８．５７

０．９８８ １．００１ １．９７５ ９９．２８

０．９８８ １．００１ １．９３３ ９７．２０

０．９８８ １．００１ １．９６２ ９８．６５

９８．３３ ０．８８

表 ４　 芦丁加样回收率试验结果

Ｔａｂ ４　 ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｒｕｔｉｎ

原有量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

２．４０５ ２．２９３ ４．５２０ ９６．２２

２．４０５ ２．２９３ ４．６１９ ９８．３２

２．４０５ ２．２９３ ４．５６５ ９７．１６

２．４０５ ２．２９３ ４．５８９ ９７．６８

２．４０５ ２．２９３ ４．４８０ ９５．３６

２．４０５ ２．２９３ ４．６０８ ９８．０９

９７．１４ １．１８

２．８　 色谱柱耐受性 　 本实验选择了 ３５ ℃ 流速

０．３４、０．３５、０．３６ ｍＬ ／ ｍｉｎ 进行进样测试，保留时间如

表 ５ 所示，流动相流速的微小变化对保留时间影响

不大，最终选择 ０．３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ。

本实验选择流速 ０．３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 保持不变，３５、
３８、４０ ℃下进样测试，保留时间如表 ６ 所示，分离度

均满足要求。 考虑到色谱柱的耐受性，最终选择

３５ ℃。
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表 ５　 不同流速主成分保留时间表

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ

不同流速 保留时间芦丁 ／ ｍｉｎ 落新妇苷 ／ ｍｉｎ

０．３４ ｍＬ ／ ｍｉｎ ４．９５１ ５．８９１

０．３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ ４．８９７ ５．８３０

０．３６ ｍＬ ／ ｍｉｎ ４．７５５ ５．６８５

表 ６　 不同柱温主成分保留时间表

Ｔａｂ ６　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

不同柱温 保留时间芦丁 ／ ｍｉｎ 落新妇苷 ／ ｍｉｎ

３５℃ ４．９０１ ５．８３０

３８℃ ４．７３０ ５．５６２

４０℃ ４．５９９ ５．３７７

３　 讨论与结论

３．１　 检测波长的选择 　 芦丁、落新妇苷对照品和

肾复康合剂样品待测液，在 ２．１ 项条件下，色谱保

留时间为 ４．８８４、５．７６０ ｍｉｎ 左右，分离度均满足要

求（图 １ ～ 图 ２、图 ５ ～ 图 ８）。 光谱图如图 ９ 所示。
由色谱图和光谱图可以看出对照品和样品中，
２５７ ｎｍ落新妇苷响应值很低，２９１ ｎｍ 芦丁响应值

较低，定量波长为顾及两者相应值都高， 定为

２０４ ｎｍ（２０４ ｎｍ 基线噪音干扰并不明显），峰面积

见表 ７。
波长选择方面，比较了 ２０４、２９１、２５７ ｎｍ 三个

波长下落新妇苷和芦丁的峰面积，考虑到两种目标

产物的检测，本方法最终选择了波长 ２０４ ｎｍ，光谱

图亦提示在这一波长处两种成分均有较大吸收，因
此，检测波长由药典上的双波长简化为单波长。

图 ５　 ７５ μｇ ／ ｍＬ 落新妇苷 １５０ μｇ ／ ｍＬ 芦丁对照品溶液色谱图（２５７ ｎｍ）

Ｆｉｇ ５　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ７５ μｇ ／ ｍＬ ａｓｔｉｌｂｉｎ ａｎｄ １５０μｇ ／ ｍＬ ｒｕｔｉｎ ａｔ ２５７ ｎｍ

图 ６　 ７５ μｇ ／ ｍＬ 落新妇苷 １５０ μｇ ／ ｍＬ 芦丁对照品溶液色谱图（２９１ ｎｍ）

Ｆｉｇ ６　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ７５ μｇ ／ ｍＬ ａｓｔｉｌｂｉｎ ａｎｄ １５０μｇ ／ ｍＬ ｒｕｔｉｎ ａｔ ２９１ ｎｍ
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图 ７　 肾复康合剂样品色谱图（出峰顺序：芦丁、落新妇苷）２５７ ｎｍ

Ｆｉｇ ７　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｓｈｅｎｆｕｋａｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ（ｐｅａｋ ｓｅｑｕｅｎｃｅ： ｒｕｔｉｎ， ａｓｔｉｌｂｉｎ） ａｔ ２５７ ｎｍ

图 ８　 肾复康合剂样品色谱图（出峰顺序：芦丁、落新妇苷）２９１ ｎｍ

Ｆｉｇ ８　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｓｈｅｎｆｕｋａｎｇ Ｍｉｘｔｕｒｅ（ｐｅａｋ ｓｅｑｕｅｎｃｅ： ｒｕｔｉｎ， ａｓｔｉｌｂｉｎ） ａｔ ２９１ ｎｍ

图 ９　 ７５ μｇ ／ ｍＬ 落新妇苷 １５０ μｇ ／ ｍＬ 芦丁对照品溶液光谱图

Ｆｉｇ ９　 Ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ７５μｇ ／ ｍＬ ａｓｔｉｌｂｉｎ ａｎｄ １５０μｇ ／ ｍＬ ｒｕｔｉｎ

·７·
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表 ７　 与药典规定波长下比较相应峰面积表

Ｔａｂ ７　 ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｅａｋ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｔ ｔｈｅ

ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｓｐｅｃｉｆｉｅｄ ｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ
７５ μｇ ／ ｍＬ 落新妇苷
１５０ μｇ ／ ｍＬ 芦丁对照
品溶液不同波长下

峰面积响应

落新妇苷峰面积 芦丁峰面积

２０４ ｎｍ ６４４４１８６ ６５０２０００

２９１ ｎｍ ２６９５３２７ １６３８９６５

２５７ ｎｍ ２９１０５６ ４０３６４２５

３．２　 流动相的选择 　 在色谱条件流动相的选择

上，分别考察了有机相甲醇和乙腈及找到各自适合

的比例，发现同一样品采用乙腈洗脱相比甲醇，色
谱图中目标峰响应信号相对低一点，但根据两种溶

剂的截止波长甲醇 ２０５ ｎｍ 和乙腈 １９０ ｎｍ，因此，最
终选择了乙腈－０．１％甲酸系统。

本实验选择了超高效液相色谱－紫外检测法对

肾复康合剂中落新妇苷和芦丁进行定性和定量测

定。 与普通高效液相色谱方法相比，鉴别增加了光

谱法；二是定量的色谱图出峰保留时间在 ５ ｍｉｎ 左

右，每针运行时间 １０ ｍｉｎ 足够，流速 ０．３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
而普通液相每针运行 ３５ ｍｉｎ，流速 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；超
高效液相色谱方法比普通高效液相色谱方法运行

时间缩短 ２５ ｍｉｎ，每运行一针流动相节省 ３１．５ ｍＬ。
在废液处理高成本的今天，超高效液相色谱方法更

有优势，更经济和快捷。
综上所述，使用超高效液相色谱法，对肾复康

合剂中落新妇苷和芦丁进行定性和定量测定，方法

快速，可以作为企业内控标准方法，在产品工艺参

数不断调整优化的过程中，具备精准快捷、经济环

保的特点，可有效控制肾复康合剂的质量。
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