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［摘　 要］ 　 建立 ＨＰＬＣ 双波长法同时测定四味穿心莲散中穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯的含量。 采

用 ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ １８色谱柱（４． ６ ｍｍ ×１５０ ｍｍ，５ μｍ），以甲醇 －水（５２∶ ４８）为流动相，流速 １． ０ ｍＬ·ｍｉｎ －１；
柱温 ２５ ℃；进样量 １０ μＬ，检测波长分别为 ２２５ ｎｍ（穿心莲内酯）和 ２５４ ｎｍ（脱水穿心莲内酯）。 穿

心莲内酯浓度在 １２． ７３７５ μｇ·ｍＬ － １ ～ ５０９． ５ μｇ·ｍＬ － １范围内，线性良好（ｒ２ ＝ ０． ９９９６）；脱水穿心莲

内酯浓度在 ３． ４ μｇ·ｍＬ － １ ～ １３６ μｇ·ｍＬ － １范围内，线性关系良好（ｒ２ ＝ ０． ９９９７）。 穿心莲内酯加样

回收率平均为 ９８． ８％ ，ＲＳＤ 为 １． ０％ ；脱水穿心莲内酯回收率平均为 ９９． ９％ ，ＲＳＤ 为 ０􀆰 ８％ 。 该方法

快捷、灵敏、准确、可靠，可用于四味穿心莲散中穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯 ２ 个有效成分的同步

测定，为四味穿心莲散的质量控制和评价提供科学依据。
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Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ｗａｓ １２． ７３７５ μｇ·ｍＬ － １ ｔｏ ５０９． ５ μｇ·ｍＬ － １ （ ｒ２ ＝ ０． ９９９４） ａｎｄ ３． ４ ｔｏ １３６ μｇ·ｍＬ － １ （ ｒ２ ＝
０􀆰 ９９９５）， ａｎｄ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｗａｓ ９８． ８％ ａｎｄ ９９． ９％ ｗｉｔｈ ＲＳＤ ｏｆ １． ０％ ａｎｄ ０． ８％ ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ
ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｒａｐｉｄ，ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｍｅａｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｏｆ ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ ａｎｄｄｅｈｙｄｒｏａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ ｉｎ Ｓｉｗｅｉ Ｃｈｕａｎｘｉｎｌｉａｎ Ｓａｎ．
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　 　 四味穿心莲散质量标准现收载于《中华人民共

和国兽药典》２０２０ 年版二部［１］，由穿心莲、辣蓼、大
青叶、葫芦茶四味药材组成。 方中穿心莲为君药，
大青叶为臣药，四味药材君、臣、佐、使相辅，共奏清

热解毒，除湿化滞之功。 在质量标准中只采用薄层

色谱法对穿心莲和大青叶进行定性分析，不能全面

反映该制剂的整体质量水平，缺乏对主要药效成分

的定量测定，不利于产品质量的控制和评价。
为进一步优化四味穿心莲散的质量控制标准，

选择方中君药穿心莲的活性成分穿心莲内酯和脱

水穿心莲内酯为指标，建立双波长同时测定两者含

量的高效液相色谱方法，对四味穿心莲散进行定量

检测，为四味穿心莲散质量标准的完善和质量控制

提供科学依据。
１　 材　 料

１． １　 仪器 　 Ｗａｔｅｒｓ Ａｒｃ 高效液相色谱仪配 ２９９８
ＰＤＡ 二极管阵列检测器 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司），
ＡＴＸ２２４ 型十万分之一和 ＸＡ１０５ＤＵ 型百万分之

一电子天平（瑞士梅特勒 － 托利多公司）；ＫＱ －
３００ＤＶ 超声波振荡器（昆山市超声仪器有限公

司）。
１． ２　 试药与试剂

１． ２． １　 试药　 穿心莲内酯对照品（中国食品药品

检 定 研 究 院， 批 号： １１０７９７ － ２０１６０９， 含 量：
９９􀆰 ７％ ）；脱水穿心莲内酯对照品（中国食品药品检

定研究院，批号：１１０８５４ － ２０１７１０，含量：９９． ４％ ）。
１． ２． ２　 试剂　 甲醇为色谱纯（美国 Ｍｅｒｃｋ 公司），
水为娃哈哈纯净水，其余试剂均为分析纯。 阴性对

照由江苏省兽药饲料质量检验所自制。
２　 方法与结果

２． １　 穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯的含量测定

２． １． １　 色谱条件　 ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ １８色谱柱（４． ６ ｍｍ ×
１５０ ｍｍ，５ μｍ），甲醇 －水 （５５：４５）为 流动相，流速

１． ０ ｍＬ·ｍｉｎ － １，柱温 ２５ ℃。 进样量 １０ μＬ。
２． ２　 溶液制备

２． ２． １　 对照品储备液的制备　 精密称取穿心莲内

酯和脱水穿心莲内酯对照品适量，加甲醇分别制成

１ ｍＬ 各含 １． ０１９ ｍｇ 和 ０． ２７２ ｍｇ 的对照品储备液，
于 ４ ℃低温保存。 分别精密吸取上述两种储备液

１ ｍＬ和 ５ ｍＬ，置于 ２０ ｍＬ 量瓶中，得到浓度约为

０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｍＬ 的混合对照品溶液。
２． ２． ２　 供试品溶液的制备　 取样品约 ０． ５ ｇ，精密

称定，置具塞锥形瓶中，精密加甲醇 ２５ ｍＬ，称重，超
声处理（功率 ２５０ Ｗ，频率 ４０ ｋＨｚ）３０ 分钟，冷却至

室温，再称定重量，用甲醇补足减失的重量，摇匀，
滤过，取续滤液，即得。
２． ２． ３　 阴性对照溶液的制备　 按穿心莲 ４５０ ｇ、辣
蓼 １５０ ｇ、大青叶 ２００ ｇ、葫芦茶 ２００ ｇ 的处方比例制

备缺穿心莲的阴性对照样品，并按 “２． ２． ２”项下方

法，制备缺穿心莲的阴性对照溶液。
２． ３　 专属性试验　 分别精密量取“２． ２”项下混合

对照品溶液、供试品溶液和阴性对照溶液各 １０ μＬ，
记录色谱图。 结果显示，供试品中穿心莲内酯和脱

水穿心莲内酯与相应的对照品色谱峰的保留时间

均一致；空白溶剂和阴性对照溶液色谱图中，在穿

心莲内酯和脱水穿心莲内酯出峰处均没有干扰，表
明其他成分对二者的测定均不会造成影响，专属性

良好。 结果见图 １ ～图 ８。
２． ４　 线性与范围考察　 精密量取 ２． ２． １ 项下的对

照品储备液适量，置量瓶中，加甲醇定容至刻度，分
别配 制 成 穿 心 莲 内 酯 浓 度 为 ５０９． ５、 ２５４􀆰 ７５、
１２７􀆰 ３７５、５０． ９５、２５． ４７５、１２． ７３７５ μｇ·ｍＬ －１，脱水穿

心莲内酯浓度为 １３６、６８、３４、１３． ６、６． ８、３． ４ μｇ·ｍＬ －１

的混合对照品溶液，滤过，精密量取 １０ μＬ，照

“２． １． １”项下色谱条件进行测定。 以对照品溶液浓

度为横坐标（Ｘ），峰面积为纵坐标（Ｙ），分别绘制标

准曲线，得穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯线性方程

分别为（ｎ ＝ ６）；Ｙ ＝ ２１９０８ｘ － ７４３５１，ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９６；Ｙ ＝
１３７０８ｘ －１２９３９，ｒ２ ＝ ０． ９９９７。 结果表明，穿心莲内酯

浓度在 １２． ７３７５ μｇ·ｍＬ －１ ～ ５０９． ５ μｇ·ｍＬ －１，脱水

穿心莲内酯浓度在３． ４ μｇ·ｍＬ －１ ～１３６ μｇ·ｍＬ －１范

围内，线性关系良好，结果见表 １。
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图 １　 空白溶剂 ２２５ ｎｍ 波长色谱图

Ｆｉｇ １　 ２２５ ｎｍ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｓｏｌｖｅｎｔ

图 ２　 空白溶剂 ２５４ ｎｍ 波长色谱图

Ｆｉｇ ２　 ２５４ ｎｍ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｓｏｌｖｅｎｔ

１． 穿心莲内酯　 ２． 脱水穿心莲内酯

图 ３　 混合对照品 ２２５ ｎｍ 波长色谱图

Ｆｉｇ ３　 ２２５ ｎｍ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｍｉｘｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
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１． 穿心莲内酯　 ２． 脱水穿心莲内酯

图 ４　 混合对照品 ２５４ ｎｍ 波长色谱图

Ｆｉｇ ４　 ２５４ ｎｍ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｍｉｘｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

图 ５　 阴性对照 ２２５ ｎｍ 波长色谱图

Ｆｉｇ ５　 ２２５ ｎｍ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ６　 阴性对照 ２５４ ｎｍ 波长色谱图

Ｆｉｇ ６　 ２５４ ｎｍ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
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１． 穿心莲内酯　 ２． 脱水穿心莲内酯

图 ７　 供试品 ２２５ ｎｍ 波长色谱图

Ｆｉｇ ７　 ２２５ ｎｍ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｅｓｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

１． 穿心莲内酯　 ２． 脱水穿心莲内酯

图 ８　 供试品 ２５４ ｎｍ 波长色谱图

Ｆｉｇ ８　 ２５４ ｎｍ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｅｓｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

表 １　 线性关系考察

Ｔａｂ １　 Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎ

成分 标准曲线 Ｒ２ 线性范围 ／
（μｇ·ｍＬ － １）

穿心莲内酯 Ｙ ＝ ２１９０８ｘ － ７４３５１ ０． ９９９６ １２． ７３７５ ～ ５０９． ５

脱水穿心莲内酯 Ｙ ＝ １３７０８ｘ － １２９３９ ０． ９９９７ ３． ４ ～ １３６

２． ５　 精密度试验　 精密量取混合对照品溶液 １０ μＬ，
按 ２． １． １ 项下色谱条件，连续进样 ６ 次，穿心莲内

酯和 脱 水 穿 心 莲 内 酯 峰 面 积 的 ＲＳＤ 分 别 为

０􀆰 ５６％ 、０． ４９％ ，表明该方法的精密度良好。
２． ６　 稳定性试验 　 取同一供试品溶液，按 ２． １． １

项下色谱条件，分别于 ０、２、６、１２、２４ ｈ，各进样

１０ μＬ，计算穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯峰面积

的 ＲＳＤ 分别为 ０． ９％ 、１． ０％ ，表明供试品溶液室温

放置 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２． ７　 重复性试验 　 取同一供试品，按 ２ ． ２ ． ２ 项

下方法平行制备 ６ 份供试品溶液，按 ２ ． １ ． １ 项下

色谱条件进行测定，计算穿心莲内酯和脱水穿心

莲内酯含量，结果穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯

平均含量分别为 ４ ． １ ｍｇ·ｇ － １、１ ． ４ ｍｇ·ｇ － １，含

量 ＲＳＤ 分别为 １ ． １％ 、１． ０％ ，表明该方法重复性

良好，结果见表 ２。

·７４·
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表 ２　 重复性试验

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

取样量 ／ （ｇ） 穿心莲内酯峰面积
穿心莲内酯含量 ／

（ｍｇ·ｇ － １）
脱水穿心莲内酯峰面积

脱水穿心莲内酯含量

（ｍｇ·ｇ － １）

０． ４８８６ １６６５９１６ ４． ４２ ５６４９０６ １． ３９

０． ５０２９ １７３８２６６ ４． ４８ ５８９６４８ １． ４１

０． ５０３９ １７２８４６１ ４． ４４ ５９２４８０ １． ４１

０． ５０７１ １７５９０８３ ４． ５０ ５９６０８３ １． ４１

０． ５２９３ １８３５３３５ ４． ４９ ６２２６２８ １． ４１

０． ５０１２ １６９９０９６ ４． ３９ ５７５６９０ １． ３８

平均含量（ｍｇ·ｇ － １） － ４． ４５ － １． ４０

含量 ＲＳＤ ／ ％ － ０． ９ － １． ０３

２． ８　 加样回收率试验　 取已知穿心莲内酯和脱水

穿心莲内酯含量的 ６ 份供试品，各精密加入穿心莲

内酯和脱水穿心莲内酯对照品适量，按 ２． ２． ３ 项下

方法制备供试品溶液，按 ２． １． １ 项下色谱条件测

定，计算加样回收率。 结果显示，穿心莲内酯回收

率在 ９８． ０％ ～ １００． ６％ 之间，平均回收率 ９８． ８％ ，
ＲＳＤ 为 １． ０％ ；脱水穿心莲内酯回收率在 ９９． ３％ ～
１０１． ４％之间，平均回收率 ９９． ９％ ，ＲＳＤ 为 ０􀆰 ８％ ，
表明该方法回收率良好，准确可靠，结果见表 ３ ～
表 ４。

表 ３　 加样回收率试验 １

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ １

取样量
（ｇ）

供试品中所含穿心莲
内酯的量（ｍｇ）

加入的穿心莲
内酯对照品的量（ｍｇ）

测定值
（ｍｇ）

回收率
（％ ）

平均回收
率（％ ）

ＲＳＤ
（％ ）

０． ４９５８ １． ６１５ １． ７３ ３． ３５５ １００． ５６

０． ５０３６ １． ６４０ １． ７３ ３． ３３８ ９８． ０８

０． ５０２１ １． ６３２ １． ７３ ３． ３２８ ９８． ０４

０． ５０４９ １． ６２０ １． ７３ ３． ３２４ ９８． ４９

０． ５０５２ １． ６３２ １． ７３ ３． ３４８ ９９． １７

０． ５０１１ １． ６５８ １． ７３ ３． ３６５ ９８． ６９

９８． ８４ １． ０

表 ４　 加样回收率试验 ２

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ ２
取样量
（ｇ）

供试品中所含脱水
穿心莲内酯的量（ｍｇ）

加入的脱水穿心莲
内酯对照品的量（ｍｇ）

测定值
（ｍｇ）

回收率
（％ ）

平均回收
率（％ ）

ＲＳＤ
（％ ）

０． ４９５８ ０． ６９４ ０． ６８１ １． ３８４ １０１． ３５

０． ５０３６ ０． ６８８ ０． ６８１ １． ３６５ ９９． ４４

０． ５０２１ ０． ６８４ ０． ６８１ １． ３６２ ９９． ５８

０． ５０４９ ０． ６８５ ０． ６８１ １． ３６７ １００． ２２

０． ５０５２ ０． ６９０ ０． ６８１ １． ３６６ ９９． ２６

０． ５０１１ ０． ６９１ ０． ６８１ １． ３６９ ９９． ６６

９９． ９２ ０． ８

２． ９　 样品含量测定　 从市场收集的 ４ 批样品及实

验室自制的一批样品，按 ２． ２． ２ 项下方法制备供试

品溶液。 按 ２． １． １ 色谱条件进样计算穿心莲内酯和

脱水穿心莲内酯的平均含量和总含量，结果见表 ５。

·８４·
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表 ５　 样品含量测定结果

Ｔａｂ ５　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

编号 批号
穿心莲内
酯含量 ／

（ｍｇ·ｇ － １）

脱水穿心莲
内酯含量 ／
（ｍｇ·ｇ － １）

总含量 ／
（ｍｇ·ｇ － １）

１ ２００５２３０１ １２． ２０ ２． ３７ １４． ５８

２ ２０２１１１１１ ５． ０７ ２． ０５ ７． １２

３ ２１１０２６０１ ０． ５６ ０． ２１ ０． ７７

４ ２０２１０５１７ ２． ４１ ３． ２ ５． ６１

５ 实验室自制 ８． ４０ １． ０２ ９． ４２

３　 小　 结

３． １　 提取条件优化　 穿心莲内酯和脱水穿心莲内

酯为二萜类内酯化合物，根据化学性质，在预试验

中考察了 ８０ ℃乙醇超声 ３０ 分钟；７５％乙醇加热回

流 １ 小时；乙醇浸泡过夜；４０％甲醇浸泡一小时，超
声 ３０ 分钟；甲醇超声 ３０ 分钟等提取条件，前期也

对超声时长以及是否过中性氧化铝柱进行了比较，
最终选择甲醇超声 ３０ 分钟。
３． ２　 波长的选择　 ＰＤＡ 检测器在 ２１０ ～ ４００ ｎｍ 的

波长范围内进行扫描，结果穿心莲内酯、脱水穿心

莲内酯的吸收波长最大吸收波长分别在 ２２５ ｎｍ、
２５４ ｎｍ。
３． ３　 流动相的选择　 在预实验中，在参考《中国兽

药典》２０２０ 版、《中国药典》等相关资料的基础上，
分别考察了：甲醇 －水、甲醇 － 磷酸水溶液、乙腈 －
水不同比例，等度洗脱和梯度洗脱，最终选择甲

醇 －水（５２∶ ４８）作为流动相，等度洗脱。
从市售的 ４ 批供试品的含量检测中发现，不同

厂家生产的四味穿心莲散质量参差不齐，穿心莲内

酯和脱水穿心莲内酯含量差异明显，需通过建立统

一的便捷的检测方法控制产品质量，以利于四味穿

心莲散产品生产、使用和监管。 目前已有的关于四

味穿心莲散有效成分穿心莲内酯和脱水穿心莲内

酯定量分析的报道有两篇，包爱情［２］、汪艳秋［３］ 等

人开发建立的 ＨＰＬＣ 法均采用梯度洗脱，定量检测

时时间长，基线波动大，柱压较高。 本文所建立的

方法更简单便捷，准确，重复性好，为规范和提高四

味穿心莲散质量标准提供依据。
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