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［摘　要］　建立了反向高效液相色谱法检测四味穿心莲散中穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯含量的

方法。试验采用十八烷基硅烷键合硅胶色谱柱（４．６ｍｍ ×２５０ｍｍ，５μｍ），以甲醇－０．２％磷酸

溶液梯度洗脱，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃；穿心莲内酯检测波长２２６ｎｍ，脱水穿心莲内酯检测

波长２５２ｎｍ；穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯的含量测定范围分别为 ２．３２～３７．１４μｇ／ｍＬ（ｒ＝

１．００００），２．００～３１．９４μｇ／ｍＬ（ｒ＝１．００００）；加样平均回收率分别为９９．１２％、９８．８４％；ＲＳＤ分别为

０．６０％、０．６２％；该方法方便、准确、可靠，适用于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。
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　　四味穿心莲散是以穿心莲、辣蓼、大青叶、葫芦

茶四味药材加工制成的中兽药散剂，具有清热解

毒，除湿化滞的功效，用于泻痢，积滞等。方中穿心

莲清热解毒、消肿止痛，为君药；葫芦茶清热解暑、

消积利湿、杀虫，辣蓼祛湿止泻、散瘀止痛、祛风杀

虫，共为佐使药。诸药合用，共奏清热解毒、除湿化

滞之功［１］。穿心莲，又名春莲秋柳，一见喜，榄核

莲、苦胆草、金香草、金耳钩、印度草，苦草等。其中

穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯为穿心莲的有效成

份，具有祛热解毒，消炎止痛之功效。穿心莲内酯

更是对细菌性与病毒性上呼吸道感染及痢疾有特

殊疗效，被誉为天然抗生素药物［２－３］。《中华人民

共和国兽药典》二○一○版二部（收载了四味穿心

莲散，对穿心莲进行了薄层鉴别，未对其进行定量

分析［４］。本文采用反向高效液相色谱法对四味穿

心莲散中穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯含量测定

进行了研究。

１　材 料

１．１　仪器　Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效液相色谱仪，配

Ｗａｔｅｒｓ２９９６二极管阵列检测器，美国 Ｗａｔｅｒｓ公司；

ＸＳ－２０５电子天平，瑞士ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司；

ＫＱ－５００Ｅ型超声波清洗器，昆山市超声仪器有限

公司。

１．２　试剂与材料　甲醇为色谱纯，Ｍｅｒｃｋ公司，其

余试剂均为分析纯；实验用水为 ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水。

穿心莲内酯对照品（来源：中国食品药品检定检验

院，批号：１１０７９７－２０１１０８，含量：９８．７％）；脱水穿

心莲内酯对照品（来源：中国食品药品检定检验院，

批号：１１０８５４－２０１３０８，含量：９９．７％）。四味穿心

莲散供试品（批号分别为 ２０１５０９０１，２０１５０９０２，

２０１５０９０３），由浙江Ａ厂生产；四味穿心莲散供试品

（批号分别为２０１６０１０１，２０１６０１０２，２０１６０１０３），由浙

江 Ｂ厂生产；四味穿心莲散供试品（批号为

２０１３１００１Ｄ），由河北Ｃ厂生产。自制样品：中药饮

片购于上药凯仑医药股份有限公司，经浙江省兽药

饲料监察所鉴定，按相应处方自制。

２　方法与结果

２．１　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８ＸＤＢ（４．６ｍｍ

×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇 －０．２％磷酸溶

液，梯度洗脱，梯度见表１；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测

波长２２５ｎｍ，２５２ｎｍ双波长检测。
表１　梯度洗脱表

时间 甲醇／％ ０．２％磷酸／％

０ ５０ ５０

１０ ５０ ５０

１０．１ ６５ ３５

１７ ６５ ３５

１７．１ ５０ ５０

２０ ５０ ５０

２．２　溶液的制备
２．２．１　对照品溶液　精密称取穿心莲内酯１１．７６
ｍｇ和脱水穿心莲对照品１０．０１ｍｇ，分别置１００ｍＬ
容量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀。分别

精密量取２０ｍＬ上述溶液于同一５０ｍｌ容量瓶，加
甲醇稀释至刻度，摇匀，作为混合对照品贮备液。

精密量取混合对照品贮备液６．０ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶
中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，即为混合对照品溶

液。

２．２．２　供试品溶液　取四味穿心莲散１ｇ，精密称
定，置１００ｍＬ具塞锥形瓶中，精密加４０％甲醇２５
ｍＬ，超声提取（功率２５０Ｗ，频率５０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，过
滤，取续滤液，作为供试品溶液。

２．２．３　阴性对照溶液　按处方比例自配不含穿心
莲的散剂，按其工艺制成阴性对照样品，再按２．２．２
项方法制备成阴性对照溶液。

２．３　系统适应性试验　分别取混合对照品溶液、
供试品溶液、阴性对照溶液注入液相色谱仪，进行

全波长扫描，记录穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯的

光谱图（图１～图２）；同时记录混合对照品溶液、供
试品溶液、阴性对照溶液的色谱图（图 ３～图 ８）。
该色谱条件下，穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯分离

度良好，与其他峰分离良好，理论塔板数均大于

６０００。阴性样品在混合对照品色谱图相应的位置
上无吸收峰，表明处方中的其他成分对测定结果并

无干扰，满足定量检测需要。峰１为穿心莲内酯，
峰２为脱水穿心莲内酯。
２．４　方法学考察
２．４．１　线性范围　精密量取穿心莲内酯和脱水穿
心莲 内 酯 混 合 对 照 品 贮 备 溶 液 （４６４、
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图１　穿心莲内酯光谱图

图２　脱水穿心莲内酯光谱图

图３　混合对照品２２６ｎｍ色谱图

图４　混合对照品２５２ｎｍ色谱图

３９．９μｇ／ｍＬ）各０．５、１．０、２．０、４．０、６．０、８．０ｍＬ分
别置１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，按
上述色谱条件，精密量取１０μＬ，记录色谱图，测定

图５　自制阳性样品２２６ｎｍ色谱图

图６　自制阳性样品２５２ｎｍ色谱图

图７　自制阴性样品２２６ｎｍ波长色谱图

图８　自制阴性样品２５２ｎｍ色谱图

峰面积，以峰面积积分值（Ｙ）对浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）进
行线性回归计算，方程为：

穿心莲内酯：Ｙ＝４１４６７．１１Ｘ＋１６９８．００
（ｒ＝１．００００），线性范围２．３２～３７．１４μｇ／ｍＬ；

脱水穿心莲内酯：Ｙ＝３３７５７．２０Ｘ＋８９６０．７８
（ｒ＝１．００００），线性范围２．００～３１．９４μｇ／ｍＬ。
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２．４．２　精密度试验　精密吸取混合对照品溶液
１０μＬ，按上述色谱条件，连续重复进样６次，记录
峰面积，计算结果，穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯

峰面积的ＲＳＤ分别为０．３２％，０．４２％。
２．４．３　稳定性试验　取同一供试品溶液（自制样
品），分别在０、１、２、４、６、８、１２、２４ｈ进样１０μＬ，记
录色谱峰面积，计算穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯

的峰面积的 ＲＳＤ分别为０．５４％、０．７８％。结果表
明供试品溶液在室温下放置２４ｈ稳定。
２．４．４　重复性试验　取同一批供试品（自制样
品），分别称取６份，照２．２．２项下方法制备供试品
溶液，测定供试品溶液中穿心莲内酯和脱水穿心莲

内酯的含量。结果测得穿心莲内酯和脱水穿心莲

内酯的含量分别为 ５１５．３、５１４．５、５１５．７、５２１．０、

５１７．７、５１６．８μｇ／ｇ；脱水穿心莲内酯的含量分别为
３３９．２、３４１．８、３４５．２、３４５．５、３３８．３、３４３．９μｇ／ｇ；
ＲＳＤ分别为０．４５％、０．２４％。结果表明此方法重复
性良好。

２．４．５　加样回收率试验　准确称取已知含量
的四味穿心莲散样品（自制样品）０．５ｇ，共 ６
份，置１００ｍＬ具塞锥形瓶中，精密加 ２５ｍＬ对照
品溶液（称取穿心莲内酯 ２５．２３ｍｇ和脱水穿心
莲内酯１７．２１ｍｇ于同一 １００ｍＬ容量瓶，甲醇溶
解并稀释至刻度，再精密量取 １０ｍＬ于 ２５０ｍＬ
容量瓶中，用 ４０％甲醇稀释并定容到刻度），其
余按２．２．２项同法处理后，测定并结算回收率，
结果见表２。

表２　四味穿心莲散回收率试验结果（ｎ＝６）
穿心莲内酯 脱水穿心莲内酯

已知含量／μｇ ２５７．６ ２５４．５ ２６４．９ ２５７．４ ２５０．１ ２４７．５ １７３．７ １７１．６ １７８．６ １７３．５ １６８．６ １６６．９

加入量／μｇ ２４９．０ １７１．６

测得量／μｇ ４９８．２ ５００．３ ５０３．２ ５００．２ ４９８．２ ４９６．３ ３４１．３ ３４１．９ ３４２．６ ３４０．１ ３３６．９ ３３５．７

回收率／％ ９８．５０ ９９．４８ ９８．４４ ９８．８９ ９９．５２ ９９．９０ ９８．８４ ９９．６２ ９７．８３ ９８．５５ ９９．０３ ９９．１７

平均回收率／％ ９９．１２ ９８．８４

ＲＳＤ／％ ０．６０ ０．６２

２．５　样品测定　取不同批号的四味穿心莲散，按
２．２．２项下方法处理，按上述色谱条件进行测定，计
算样品中穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯的含量，结

果见表３。
表３　样品含量测定结果（μｇ／ｇ） ｎ＝３

厂家 批号 穿心莲内酯
脱水穿

心莲内酯

Ａ ２０１５０９０１ ２５０．３ １９１．２

Ａ ２０１５０９０２ ２６５．１ １７９．３

Ａ ２０１５０９０３ ２６０．１ １７８．６

Ｂ ２０１６０１０１ １２２１．０ ３９８．１

Ｂ ２０１６０１０２ １２０６．３ ３９０．５

Ｂ ２０１６０１０３ １２０８．１ ３８９．２

Ｃ ２０１３１００１Ｄ ８９４．７ ３５６．２

自制样品 ／ ５１６．８ ３４２．３

３　讨论与小结
３．１　波长的优化　在波长选择上，通过二极管阵
列检测器（ＰＤＡ）在２００～４００ｎｍ进行了全扫描，结
果显示穿心莲内酯在 ２２６ｎｍ的波长处有最大吸

收，脱水穿心莲内酯在２５２ｎｍ的波长处有最大吸
收波长，因此本文采用双波长法，使两者均有最大

吸收。

３．２　提取方式的优化　在提取方式选择上，比较
了浸渍、超声和回流的提取效果，研究表明浸渍的

提取效果略低于超声与回流，而超声与回流效果相

当，但超声操作比回流便捷，因此本文采取超声作

为提取方式。

３．３　提取溶剂的优化　在提取溶剂的选择上，比
较了２０％甲醇，４０％甲醇和６０％甲醇的提取效果，
研究表明当提取溶剂为２０％甲醇时，提取效率显著
低于４０％甲醇和６０％甲醇；当提取溶剂为６０％甲
醇时，提取效果与４０％甲醇无显著差异，但杂质干
扰严重，表明以６０％甲醇提取时会将散剂中的一些
其他成分提取出来而增加干扰，因此选用４０％甲醇
作为提取溶剂。

３．４　提取时间的优化　在提取时间的选择上，比
较了１５、３０、４５ｍｉｎ的提取效果，研究表明１５ｍｉｎ的
提取效果显著低于３０、４５ｍｉｎ，４５ｍｉｎ的提取效果
与３０ｍｉｎ相当，因此本文选用３０ｍｉｎ的提取时间。

·９５·
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本文参考文献［５－６］选用不同的比例的甲醇 －
水，甲醇－０．２％磷酸为流动相进行梯度洗脱，结果
表明，选用当前试验的流动相时，样品中穿心莲内

酯和脱水穿心莲内酯分离效果好、无杂峰干扰且时

间短。已报道的关于四味穿心莲散成分含量测定

的只有汪艳秋［７］等人开发的 ＨＰＬＣ法测定四味穿
心莲散中穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯的含量。

本文开发的方法所需时间大大缩短，单针时间从

４５ｍｉｎ减少为２０ｍｉｎ，检测效率大幅提高，更节省溶
剂同时减少对环境的污染，尤其适用于大批量检测，

且本文对自制阳性样品以及多个厂家样品进行了测

定，通过数据的比较反映出不同厂家样品的区别。

当前，我国中兽药散剂多数采取显微鉴别及薄

层鉴别控制处方中各味药材，未对中药成分进行定

量测定。中药材由于产地、气候等因素的影响，差

异往往很大，如本文中七批企业样品，含量差异很

大，究其原因，很可能是因为药材产地、气候等因素

的影响，但也不能排除个别企业不按照处方进行制

备。因此探索对中兽药散剂中各味中药的有效成

分进行的定量分析研究，有利于提高中兽药散剂质

量标准的控制，进一步提高产品质量。本文开发的

方法，操作简便快捷，方法可行可靠，可为制定四味

穿心莲散质量标准提供参考。
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