
２５

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１９年１２月２０日 第２８卷第２４期
Ｖｏｌ．２８牞Ｎｏ．２４牞Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０牞２０１９

因素

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ

离均差平方和

１７９．９０
４５．２７
２２．０８
９．２１

自由度

２
２
２

均方差

８９．９５
２２．６４
１１．０４
４．６０

Ｆ值

１９．５４
４．９２
２．４０

Ｐ
＜０．０５

１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

Ａ
１
１
１
２
２
２
３
３
３

８２．８３
９３．７３
８７．３７
１０．９０

Ｂ
１
２
３
１
２
３
１
２
３

８７．３０
９１．００
８５．６３
５．３７

Ｃ
１
２
３
２
３
１
３
１
２

８５．７７
８９．２０
８８．９７
３．４３

Ｄ
１
２
３
３
１
２
２
３
１

计算值（％）

５９．８４
６３．５２
６０．７８
７０．７６
７２．８８
６３．４７
６２．８８
６４．１９
６２．３４

得分

７３．９
７８．５
７５．０
８７．４
９０．０
７８．４
７７．６
７９．２
７７．０

测得值（ｇ／ｍＬ）

０．４３
０．４８
０．５０
０．５３
０．５４
０．６３
０．５８
０．６７
０．６４

得分

６．４
７．２
７．５
７．９
８．１
９．４
８．７
１０．０
９．６

８０．３
８５．７
８２．５
９５．３
９８．１
８７．８
８６．３
８９．２
８６．６

第一作者：舒婷，女，大学本科，主管药师，研究方向为药品质量标准和药物分析，（电子信箱）３１５６５３３１０＠ｑｑ．ｃｏｍ。
△通信作者：黄湘杰，男，大学本科，主管药师，研究方向为药品质量标准和药物分析，（电子信箱）４９４７８４２５７＠ｑｑ．ｃｏｍ。
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注：Ｆ０．０５（２，２）＝１９．００牞Ｆ０．０１（２，２）＝９９．００。

表７ 方差分析结果
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表６ 正交试验设计及结果

６０Ｃｏ－γ射线辐照灭菌对开胃健脾丸指纹图谱和有效成分含量的影响
舒 婷，黄湘杰△

（湖南省湘乡市人民医院药剂科，湖南 湘潭 ４１１４００）
摘要：目的 探讨 ６０Ｃｏ－γ射线辐照灭菌对开胃健脾丸有效成分的影响及辐照前后指纹图谱的变化。方法 色谱柱为ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘ－Ｃ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈 －０．５％甲酸溶液，梯度洗脱，检测波长分别为２２０ｎｍ（检测白术内酯Ⅱ、白术内酯Ⅲ及党参炔
苷）、２７５ｎｍ（检测白术内酯Ⅰ）、３００ｎｍ（检测橙皮苷），柱温为 ３０℃，进样量为 １０μＬ；建立开胃健脾丸高效液相色谱指纹图谱，同时以
０，３，５，８ｋＧｙ剂量的 ６０Ｃｏ－γ射线辐照样品，检测白术内酯Ⅰ、白术内酯Ⅱ、白术内酯Ⅲ、党参炔苷及橙皮苷的含量，以及计算指纹图谱相
似度。结果 当 ６０Ｃｏ－γ射线辐照剂量不超过８ｋＧｙ时，白术内酯Ⅰ、白术内酯Ⅱ、白术内酯Ⅲ、党参炔苷及橙皮苷的指纹图谱和含量无明
显变化。结论 ６０Ｃｏ－γ射线辐照灭菌法对开胃健脾丸有效成分和指纹图谱无影响，可作为其有效灭菌手段。
关键词：开胃健脾丸；６０Ｃｏ－γ射线；辐照灭菌；白术内酯Ⅰ；白术内酯Ⅱ；白术内酯Ⅲ；党参炔苷；橙皮苷；高效液相色谱指纹图谱；质量控制

中图分类号：Ｒ９３２；Ｒ２８４．１；Ｒ２８６．０ 文献标识码：Ａ 文章编号：１００６－４９３１牗２０１９牘２４－００２５－０７

Ｅｆｆｅｃｔｏｆ６０Ｃｏ－γＲａｙｓＲａｄｉａｔｉｏｎＳｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｎｔｈｅＦｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔａｎｄＥｆｆｅｃｔｉｖｅＣｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ
ＣｏｎｔｅｎｔｓｏｆＫａｉｗｅｉｊｉａｎｐｉＰｉｌｌｓ

ＳＨＵＴｉｎｇ，ＨＵＡＮＧＸｉａｎｇｊｉｅ
（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＸｉａｎｇｘｉａｎｇＰｅｏｐｌｅ′ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｘｉａｎｇｔａｎ，Ｈｕｎａｎ，Ｃｈｉｎａ ４１１４００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ６０Ｃｏ－γｒａｙｓｒａｄｉａｔｉｏｎｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｅｆｆｅｃｔｉｖｅｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓａｎｄｔｈｅ
ｃｈａｎｇｅｓｏｆｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＫａｉｗｅｉｊｉａｎｐｉＰｉｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｈｅｒａｄｉａｔｉｏｎｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ ＴｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｗａｓＡｇｉ
ｌｅｎｔＺｏｒｂａｘ－Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－０．５％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈｇｒａｄｉｅｎｔ
ｅｌｕｔｉｏｎ，ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓｓｅｔａｔ２２０ｎｍｆｏｒａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅⅡ，ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅⅢ ａｎｄｌｏｂｅｔｙｏｌｉｎ，２７５ｎｍｆｏｒａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅⅠ，３００ｎｍ

能型中药调配机的调配。在物料准备中，由于阿胶珠是

阿胶用蛤粉烫至成珠的炮制品，体轻、质酥、易碎。因此

能用普通粉碎机对其进行粉碎，粉碎粒度为 ６０目以上
时，即能满足干法制粒物料要求。另外，在相同制粒工艺

条件下，分别用 １４目、１６目和 １８目的筛网进行制粒，
１６目筛网颗粒的成型率优于其他筛网目数。因此本干
法制粒工艺采用１６目筛网制粒。

综上所述，优选的制粒工艺科学、合理，可为阿胶珠

配方颗粒的生产提供参考。
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时间（ｍｉｎ）

０～１４
１４～３０
３０～３７
３７～４１
４１～５５

流动相 Ａ（％）

２２
２２→４９
４９→６１
６１→７５
７５→２２

流动相Ｂ（％）

７８
７８→５１
５１→３９
３９→２５
２５→７８

检测波长（ｎｍ）

３００
２２０
２７５

２２０

ｆｏｒｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ，ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３０℃ ａｎｄｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｉｚｅｗａｓ１０μＬ．ＴｈｅＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＫａｉｗｅｉｊｉａｎｐｉＰｉｌｌｓｗａｓｅｓ
ｔａｂｌｉｓｈｅｄ，ａｎｄｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｉｒｒａｄｉａｔｅｄｗｉｔｈ６０Ｃｏ－γｒａｙｓａｔｔｈｅｄｏｓｅｏｆ０，３，５，８ｋＧｙ．ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆａｔｒａｃｔｙｌｏｌｉｄｅⅠ，ａｔｒａｃｔｙｌｏｌｉｄｅⅡ，
ａｔｒａｃｔｙｌｏｌｉｄｅⅢ，ｌｏｂｅｔｙｏｌｉｎａｎｄｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｏｆｔｈｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｗｈｅｎｔｈｅｄｏｓｅｏｆ
６０Ｃｏ－γｒａｙｓｒａｄｉａｔｉｏｎｗａｓｌｅｓｓｔｈａｎ８ｋＧｙ，ｔｈｅｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆａｔｒａｃｔｙｌｏｌｉｄｅⅠ，ａｔｒａｃｔｙｌｏｌｉｄｅⅡ，ａｔｒａｃｔｙｌｏｌｉｄｅⅢ，ｌｏｂｅｔｙ
ｏｌｉｎａｎｄｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎｄｉｄｎｏｔｃｈａｎｇｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ ６０Ｃｏ－γｒａｙｓｒａｄｉａｔｉｏｎｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｄｏｅｓｎｏｔａｆｆｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｃｏｎ
ｓｔｉｔｕｅｎｔｓａｎｄｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＫａｉｗｅｉｊｉａｎｐｉＰｉｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｆｏｒＫａｉｗｅｉｊｉａｎｐｉＰｉｌｌｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＫａｉｗｅｉｊｉａｎｐｉＰｉｌｌｓ；６０Ｃｏ－γ ｒａｙｓ；ｒａｄｉａｔｉｏｎｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ；ａｔｒａｃｔｙｌｏｌｉｄｅⅠ；ａｔｒａｃｔｙｌｏｌｉｄｅⅡ；ａｔｒａｃｔｙｌｏｌｉｄｅⅢ；ｌｏｂｅｔｙｏｌｉｎ；ｈｅｓ
ｐｅｒｉｄｉｎ；ＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ；ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ

表１ 流动相梯度洗脱程序

开胃健脾丸由白术、党参、陈皮、茯苓、甘草、山楂等

１３味中药材组方，有开胃健脾功效，临床多用于治疗脾
胃不和、消化不良、食欲不振、嗳气吞酸等症犤１犦。方中君

药白术的主要成分为白术内酯类、挥发性成分、苷类及

多糖类等犤２－３犦；臣药党参的有效成分为党参炔苷犤４－５犦；

２０１５年版《中国药典（一部）》以黄酮类的橙皮苷为陈皮
的指标成分犤６－８犦。开胃健脾丸收载于《卫生部药品标准·

中药成方制剂（第五册）》犤１犦，质量标准中仅对该制剂的

性状、显微鉴别和丸项通则检查进行了规定，不能全面、

准确地评价其整体质量。中药指纹图谱法能较全面地反

映出其内含化学成分的种类及数量，已广泛应用于中药

质量监测和评价领域犤９－１１犦。在开胃健脾丸的制备工艺

中，大量使用到的炼蜜易受细菌微生物的污染，必须采

取灭菌措施。常用灭菌方式有湿热灭菌、干热灭菌、辐射

灭菌、环氧乙烷灭菌等，而 ６０Ｃｏ－γ辐照灭菌法作为中
成药灭菌的一种新型高效方法，利用电离射线来破坏细

菌中蛋白质的合成，从而达到杀菌效果，具有穿透力

强、不需要添加任何化学试剂，且可在常温下进行灭菌

等优点犤１２－１４犦。本研究中为考察 ６０Ｃｏ－γ射线对开胃健脾
丸辐照灭菌的可行性，建立了开胃健脾丸高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）指纹图谱，考察不同辐照剂量 ６０Ｃｏ－γ射线辐
照灭菌对指纹图谱的影响，并比较制剂主要成分白术内

酯Ⅰ、白术内酯Ⅱ、白术内酯Ⅲ、党参炔苷和橙皮苷 的含
量变化，为开胃健脾丸采用 ６０Ｃｏ辐照灭菌提供参考。现
报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（安捷伦科技有限

公司，包括 Ｇ１３１１Ａ型四元梯度泵、Ｇ１３２９Ａ型自动进
样器、Ｇ１３１４Ｂ－型二极管阵列检测器、Ｇ１３１６Ａ型柱温
箱、Ａｇｉｌｅｎｔ－Ｃｈｅｍｉｓｔａｔｉｏｎ数据处理系统）；ＡＵＷ－２２０Ｄ
型电子天平（日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；６０Ｃｏ－γ射线辐照设
备（深圳市金鹏源辐照技术有限公司）；ＬＲＨ－１５０Ｂ型
生化培养箱（广东省医疗器械厂）；ＺＯＺ－ＡＢ型电热恒
温干燥箱（上海跃进医疗器械厂）；ＹＪ－８７５型医用净化
工作台（苏州净化设备厂）；ＫＱ－２５０ＤＢ型数控超声波
清洗器（昆山超声波仪器有限公司）；明澈 －Ｄ２４ＵＶ型
纯水／超纯水一体化系统（德国默克密理博公司）。

１．２ 试药
白术内酯Ⅰ对照品（批号为 １１１９７５－２０１５０１，含量

９９．９％），白术内酯Ⅱ对照品（批号为１１１９７６－２０１５０１，
含量 ９９．９％），白术内酯Ⅲ对照品（批号为 １１１９７８－
２０１５０１，含量 ９９．９％），党参炔苷对照品（批号为
１１１７３２－２０１６０７，含量９９．９％），橙皮苷对照品（批号为
１１０７２１－２０１３１６，含量 ９５．３％），均购自中国食品药品
检定研究院；沙氏琼脂培养基（批号为１８１２０９），胰酪胨
大豆琼脂培养基（批号为 １８０９１６），ｐＨ７．０无菌氯化
钠 －蛋白胨缓冲液（批号为 １８１２２１），均购自北京三药
科技开发公司；乙腈为色谱纯；甲醇为优级纯；水为超纯

水。开胃健脾丸犤李时珍医药集团有限公司，批号分别为
２０１７１２０１２（Ｓ１）、 ２０１８０１１３２（Ｓ２）、 ２０１８０２１９２（Ｓ３）、
２０１８０４１５２（Ｓ４）、 ２０１８０５６２（Ｓ５）、 ２０１８０６１６２（Ｓ６）、
２０１８０９１１２（Ｓ７）、 ２０１８１０２３２（Ｓ８）、 ２０１８１１１６２（Ｓ９）、
２０１８１２１４２（Ｓ１０）、２０１７１１１２２（Ｓ１１）、２０１７１０２３２（Ｓ１２）、
２０１７０９０８２（Ｓ１３）、２０１９０１１６２（Ｓ１４），规格为每瓶６０ｇ犦。
２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）－０．５％甲酸溶液（Ｂ），梯度洗
脱（见表１）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２２０ｎｍ（检测
白术内酯Ⅱ、白术内酯Ⅲ及党参炔苷）、２７５ｎｍ（检测白
术内酯Ⅰ）、３００ｎｍ（检测橙皮苷）；柱温：３０℃；进样量：
１０μＬ；色谱记录时间：５５ｍｉｎ犤１５－１７犦。

２．２ 溶液制备
混合对照品溶液：称取待测成分对照品各适量，

精密称定，用甲醇溶液超声（功率 ２５０Ｗ，频率 ４０ｋＨｚ，
下同）溶解，制成白术内酯Ⅰ、白术内酯Ⅱ、白术内酯Ⅲ、党
参炔苷和橙皮苷质量浓度分别为０．４３３５，０．３４８６，０．３０５７，
０．２１３９，０．１４２２ｍｇ／ｍＬ的混合对照品溶液；分别精密
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待测成分

白术内酯Ⅰ
白术内酯Ⅱ
白术内酯Ⅲ
党参炔苷

橙皮苷

回归方程

Ｙ＝４８．５５Ｘ＋１．０９５２
Ｙ＝５２．７１Ｘ－５．９６１１
Ｙ＝１８．７５Ｘ＋１１．２４６０
Ｙ＝３８．０３Ｘ－６．７１６４
Ｙ＝２２．７６Ｘ＋１．１５８７

ｒ
０．９９９８
０．９９９６
０．９９９２
０．９９９５
０．９９９４

线性范围（μｇ）

０．０４３４～０．４３３５
０．０３４９～０．３４８６
０．０３０６～０．３０５７
０．０２１４～０．２１３９
０．０１４２～０．１４２２

定量限（ｎｇ）

０．１１
０．２４
０．３５
０．１８
０．１５

成分

白术内酯Ⅰ

白术内酯Ⅱ

白术内酯Ⅲ

党参炔苷

橙皮苷

样品含量（ｍｇ）

１．００９９
１．００７２
１．１１５０
１．１２７３
０．９０７７
０．９０５８
０．６４９２
０．６４７４
０．７１６７
０．７２４６
０．５８３５
０．５８２３
０．５５６６
０．５５５１
０．６１４５
０．６２１３
０．５００３
０．４９９３
０．４６４２
０．４６２９
０．５１２５
０．５１８１
０．４１７２
０．４１６３
０．３０１４
０．３００５
０．３３２７
０．３３６４
０．２７０３
０．２７０３

加入量（ｍｇ）

０．８６７１
０．８６７１
０．８６７１
０．８６７１
０．８６７１
０．８６７１
０．６９７２
０．６９７２
０．６９７２
０．６９７２
０．６９７２
０．６９７２
０．６１１４
０．６１１４
０．６１１４
０．６１１４
０．６１１４
０．６１１４
０．４２７８
０．４２７８
０．４２７８
０．４２７８
０．４２７８
０．４２７８
０．２８４４
０．２８４４
０．２８４４
０．２８４４
０．２８４４
０．２８４４

测得量（ｍｇ）

１．８７５５
１．８７３６
１．９９５９
２．０１０７
１．７８０４
１．７８６２
１．３３９３
１．３５１７
１．４０５３
１．４２１０
１．２７７４
１．２８３８
１．１５９９
１．１６２０
１．２２４９
１．２２６６
１．１００２
１．１０４２
０．８９０２
０．８８７２
０．９３５９
０．９４１９
０．８４８３
０．８４３９
０．５８５６
０．５８５９
０．６１４２
０．６１８０
０．５５２２
０．５５３０

回收率（％）

９９．８３
９９．９２
１０１．５９
１０１．８８
１００．６５
１０１．５３
９８．９８
１０１．０２
９８．７７
９９．８９
９９．５３
１００．６２
９８．６８
９９．２６
９９．８４
９９．００
９８．１２
９８．９４
９９．５８
９９．１８
９８．９７
９９．０６
１００．７７
９９．９５
９９．９３
１００．３５
９８．９８
９９．０２
９９．１２
９９．４０

Ｘ（％）

１００．９０

９９．８０

９８．９７

９９．５８

９９．４７

ＲＳＤ（％）

０．８９

０．８９

０．５８

０．６９

０．５６

表２ ５个有效成分的线性范围和定量限

表３ 开胃健脾丸５个成分的加样回收试验结果（ｎ＝６）

量取 ０．５，１．０，２．０，３．０，４．０，５．０，６．０ｍＬ，置 ５０ｍＬ容
量瓶中，以甲醇定容，制得系列混合对照品溶液，室温保

存备用。

供试品溶液：取样品及经不同辐照剂量处理的样品

内容物各适量，剪碎，混匀，取约２ｇ，精密称定，置具塞锥
形瓶中，精密加入甲醇５０ｍＬ，称定质量，超声处理４０ｍｉｎ，
放冷，再次称定质量，用甲醇补足减失的质量，摇匀，滤

过，续滤液经０．４５μｍ微孔滤膜滤过，即得。
２．３ 方法学考察

精密度试验：取未经辐照的供试品溶液（Ｓ９）１份，
按 ２．１项下色谱条件连续进样 ６次，记录色谱图。结果
白术内酯Ⅰ、白术内酯Ⅱ、白术内酯Ⅲ、党参炔苷和橙皮
苷峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０．３５％，０．４２％，０．５７％，
０．６６％，０．４８％牗ｎ＝６牘。以第 １份指纹图谱为对照，计
算６份图谱相似度，结果各图谱相似度均大于０．９８，表
明仪器精密度良好。

稳定性试验：室温下取未经辐照的供试品溶液

（Ｓ９），按 ２．１项下色谱条件，分别于 ０，４，８，１２，１６，２０，
２４ｈ时进样，记录色谱图，以０ｈ样品指纹图谱为对照，
计算７份图谱的相似度，并计算５种有效成分峰面积的
ＲＳＤ。结果各图谱相似度均大于０．９９，且白术内酯Ⅰ、白
术内酯Ⅱ、白术内酯Ⅲ、党参炔苷和橙皮苷峰面积的
ＲＳＤ分别为 ０．５７％，０．６５％，０．８２％，０．７９％，１．０２％
（ｎ＝７），表明供试品溶液室温下放置２４ｈ内稳定性良好。

重复性试验：取同未经辐照的样品（Ｓ９）６份，依法
制备供试品溶液，按 ２．１项下色谱条件进样测定，记录
色谱图。结果白术内酯Ⅰ、白术内酯Ⅱ、白术内酯Ⅲ、党参
炔苷和橙皮苷含量分别为 １．００１７，０．６４３９，０．５５２１，
０．４６０４，０．２９８９ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ分别为 ０．６７％，０．５９％，
１．０２％，１．０１％，０．８６％（ｎ＝６）。以第 １份指纹图谱为
对照，计算６份图谱相似度，结果相似度均大于０．９６，表
明方法重复性良好。

线性关系考察：精密量取系列质量浓度的混合对照

品溶液 １０μＬ，按 ２．１项下色谱条件进样测定，记录色
谱图。以进样量（Ｘ）对峰面积（Ｙ）进行线性回归，得回归
方程和线性范围。精密量取混合对照品溶液，用甲醇逐

步稀释，按２．１项下色谱条件进样分析，取峰面积信噪
比（Ｓ／Ｎ）１０∶１计算定量限。结果见表２。

加样回收试验：取样品（Ｓ９）６份，每份 １．０ｇ，精密
称定，精密加入各待测成分对照溶液２．０ｍＬ，依法制备
供试品溶液，再按２．１项下色谱条件进样测定，记录色
谱图并计算加样回收率。结果见表３。

２．４ 指纹图谱建立及部分共有峰指认
取 １４批经 ０，３，５，８ｋＧｙ剂量辐照处理的样品适

量，依法制备供试品溶液，按 ２．１项下色谱条件进样
测定，记录色谱图。将指纹图谱导入《中药色谱指纹

图谱相似度评价系统》牗２０１２Ａ版牘软件，设置时间窗为
０．２ｍｉｎ，采用中位矢量法多点校正，分别生成各对照指
纹图谱。详见图１。

指纹图谱中，１４批供试品均检测到２４个共有峰，通
过与对照品比对，可确认５号峰为橙皮苷（１２．２１５ｍｉｎ），
１５号峰为白术内酯Ⅲ（２６．００５ｍｉｎ），１６号峰为白术
内酯Ⅱ（２９．０１１ｍｉｎ），１７峰为白术内酯Ⅰ（３０．９４６ｍｉｎ），
２３号峰为党参炔苷（３９．１０７ｍｉｎ）。

·研究·

ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ



２８

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１９年１２月２０日 第２８卷第２４期
Ｖｏｌ．２８牞Ｎｏ．２４牞Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０牞２０１９

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０ ４５ ５０ ５５
ｔ／ｍｉｎ

Ｒ
Ｓ１４
Ｓ１３
Ｓ１２
Ｓ１１
Ｓ１０
Ｓ９
Ｓ８
Ｓ７
Ｓ６
Ｓ５
Ｓ４
Ｓ３
Ｓ２
Ｓ１

７００

６００

５００

４００

３００

２００

１００

０

Ｕ／ｍＶ

Ａ
Ｕ／ｍＶ

ｔ／ｍｉｎ

Ｒ
Ｓ１４
Ｓ１３
Ｓ１２
Ｓ１１
Ｓ１０
Ｓ９
Ｓ８
Ｓ７
Ｓ６
Ｓ５
Ｓ４
Ｓ３
Ｓ２
Ｓ１

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０ ４５ ５０ ５５

７００

６００

５００

４００

３００

２００

１００

０

ｔ／ｍｉｎ

Ｒ
Ｓ１４
Ｓ１３
Ｓ１２
Ｓ１１
Ｓ１０
Ｓ９
Ｓ８
Ｓ７
Ｓ６
Ｓ５
Ｓ４
Ｓ３
Ｓ２
Ｓ１

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０ ４５ ５０ ５５

７００

６００

５００

４００

３００

２００

１００

０

Ｕ／ｍＶ

Ｂ

Ｃ

ｔ／ｍｉｎ

Ｒ
Ｓ１４
Ｓ１３
Ｓ１２
Ｓ１１
Ｓ１０
Ｓ９
Ｓ８
Ｓ７
Ｓ６
Ｓ５
Ｓ４
Ｓ３
Ｓ２
Ｓ１

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０ ４５ ５０ ５５

７００

６００

５００

４００

３００

２００

１００

０

Ｕ／ｍＶ

Ｄ
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编号

Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３
Ｓ４
Ｓ５
Ｓ６
Ｓ７
Ｓ８
Ｓ９
Ｓ１０
Ｓ１１
Ｓ１２
Ｓ１３
Ｓ１４
Ｘ±ｓ
Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３
Ｓ４
Ｓ５
Ｓ６
Ｓ７
Ｓ８
Ｓ９
Ｓ１０
Ｓ１１
Ｓ１２
Ｓ１３
Ｓ１４
Ｘ±ｓ

０ｋＧｙ
１．００２９
１．００２３
１．００３５
１．００１４
１．００３２
１．００３９
１．００１０
１．０００２
１．００１７
１．０００１
１．０００５
１．００２６
１．０００６
１．００００

０．６４４６
０．６４５８
０．６４４９
０．６４３２
０．６４６７
０．６４７７
０．６４１１
０．６４２３
０．６４３９
０．６４３３
０．６４１９
０．６４８１
０．６４１４
０．６４２０

３ｋＧｙ
１．００１９
１．００２０
１．００２８
１．０００８
１．００２７
１．００３１
１．０００５
０．９９９６
１．００１１
０．９９９５
１．０００１
１．００１７
１．０００１
０．９９９２

１．００１１±０．０００３
０．６４４１
０．６４５２
０．６４４３
０．６４２７
０．６４５９
０．６４７０
０．６４０４
０．６４３１
０．６４３１
０．６４２７
０．６４１０
０．６４７４
０．６４０９
０．６４１２

０．６４３５±０．０００６

５ｋＧｙ
１．０００９
１．００１２
１．００２１
１．０００１
１．００１９
１．００２７
１．０００１
０．９９９１
１．０００５
０．９９８９
０．９９９３
１．０００８
０．９９９４
０．９９８７

１．０００４±０．０００３
０．６４３６
０．６４４６
０．６４２９
０．６４２０
０．６４５２
０．６４６４
０．６４００
０．６４２３
０．６４２２
０．６４２０
０．６４０４
０．６４６８
０．６４０１
０．６４０３

０．６４２８±０．０００５

８ｋＧｙ
０．９９０７
０．９９２３
０．９９２９
０．９９０１
０．９９１５
０．９９３３
０．９８９３
０．９８８２
０．９９１６
０．９９１１
０．９９３５
０．９９２６
０．９８８７
０．９８８１

０．９９０９±０．００１８
０．６４１７
０．６４１５
０．６４０３
０．６４００
０．６４１９
０．６４２２
０．６４１１
０．６４１４
０．６４０９
０．６４０５
０．６４１２
０．６４１８
０．６４０３
０．６４０２

０．６４１１±０．０００２

样品编号

Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３
Ｓ４
Ｓ５
Ｓ６
Ｓ７
Ｓ８
Ｓ９
Ｓ１０
Ｓ１１
Ｓ１２
Ｓ１３
Ｓ１４
Ｘ±ｓ

０ｋＧｙ
０．９９９８
０．９９９９
０．９９９８
１．００００
０．９９９８
０．９９９９
０．９９９９
０．９９９８
０．９９９８
０．９９９９
０．９９９９
１．００００
０．９９９８
０．９９９９

０．９９９９±０．０００１

３ｋＧｙ
０．９９９６
０．９９９７
０．９９９３
０．９９９９
０．９９９８
０．９９９７
０．９９９４
０．９９９５
０．９９９５
０．９９９６
０．９９９３
０．９９９６
０．９９９２
０．９９９７

０．９９９６±０．０００２

５ｋＧｙ
０．９７７４
０．９７８９
０．９７９３
０．９７７９
０．９７９７
０．９７８９
０．９７９４
０．９７９３
０．９７６６
０．９７９６
０．９７９０
０．９７９０
０．９７８９
０．９７８５

０．９７８７±０．０００９

８ｋＧｙ
０．９００５
０．９００９
０．９００８
０．９００４
０．９００５
０．９００３
０．９００２
０．９００５
０．９００７
０．９００３
０．９００９
０．９００８
０．９００７
０．９００８

０．９００６±０．０００２

Ｅ

５．橙皮苷 １５．白术内酯Ⅲ １６．白术内酯Ⅱ １７．白术内酯Ⅰ ２３．党参炔苷

Ａ－Ｄ．供试品溶液（辐照剂量０，３，５，８ｋＧｙ） Ｅ．对照品溶液
图１ 开胃健脾丸高效液相色谱指纹图谱

ｔ／ｍｉｎ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０ ４５ ５０ ５５

４００

３００

２００

１００

０

Ｕ／ｍＶ

表４ 指纹图谱相似度计算结果 表５ 开胃健脾丸５个成分含量测定结果（ｍｇ／ｇ）

待测成分

白术内酯Ⅰ

白术内酯Ⅱ

取供试品指纹图谱，采用《中药色谱指纹图谱相似

度评价系统》牗２０１２Ａ版牘软件，以未辐照（０ｋＧｙ）样品图
谱为参照，经多点校正，全谱段峰匹配，生成对照图谱，

计算各批不同辐照剂量与对照指纹图谱的相似度。结果

见表 ４。可见，辐照前后各批次指纹图谱与对照指纹图
谱相似度均大于０．９０，相似度良好。

２．５ 样品含量测定
取样品及 ６０Ｃｏ－γ射线辐射灭菌样品各适量，依法

制备供试品溶液，按２．１项下色谱条件测定样品中白术
内酯Ⅰ、白术内酯Ⅱ、白术内酯Ⅲ、党参炔苷和橙皮苷含
量，利用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对灭菌前后的含量进行
配对 ｔ检验，考察 ０，３，５，８ｋＧｙ辐照剂量 ６０Ｃｏ－γ射线
辐射灭菌对各化合物含量的影响。结果见表５。
２．６ 含菌量测定

分别取辐照前后的样品，参照２０１５年版《中国药典
（四部）》“非无菌产品微生物限度检查：微生物计数法”犤１８犦

进行需氧菌总数以及霉菌和酵母菌总数考察。分别加

ｐＨ７．０无菌氯化钠－蛋白胨缓冲液至１００ｍＬ，浸泡分散，

充分振摇，按１０倍培养基稀释法检查制成１∶１０、１∶１００、
１∶１０００的待测液，依法测定需氧菌总数以及霉菌和酵母
菌总数。测定结果见表６。
３ 讨论

３．１ 灭菌效果检查
６０Ｃｏ－γ射线辐照灭菌处理后，需氧菌以及霉菌和
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３
５
８

辐照前

（ｃｆｕ／ｇ）

１７１０００
１４２０００
１０２０００

辐照后

（ｃｆｕ／ｇ）

４０１
８９
１

成活率

（％）

０．２３
０．０６
＜０．０１

辐照前

（ｃｆｕ／ｇ）

１５７
１０７
７９

辐照后

（ｃｆｕ／ｇ）

２８
９
０

成活率

（％）

１７．８３
８．４１
＜０．０１

编号

Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３
Ｓ４
Ｓ５
Ｓ６
Ｓ７
Ｓ８
Ｓ９
Ｓ１０
Ｓ１１
Ｓ１２
Ｓ１３
Ｓ１４
Ｘ±ｓ
Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３
Ｓ４
Ｓ５
Ｓ６
Ｓ７
Ｓ８
Ｓ９
Ｓ１０
Ｓ１１
Ｓ１２
Ｓ１３
Ｓ１４
Ｘ±ｓ
Ｓ１
Ｓ２
Ｓ３
Ｓ４
Ｓ５
Ｓ６
Ｓ７
Ｓ８
Ｓ９
Ｓ１０
Ｓ１１
Ｓ１２
Ｓ１３
Ｓ１４
Ｘ±ｓ

０ｋＧｙ
０．５５２９
０．５５３３
０．５５３１
０．５５２７
０．５５２６
０．５５３７
０．５５３９
０．５５１８
０．５５２１
０．５５１９
０．５５１１
０．５５３４
０．５５２４
０．５５０８

０．４６０９
０．４６０６
０．４６１２
０．４６１８
０．４６０１
０．４６０２
０．４６００
０．４６２１
０．４６０４
０．４６２０
０．４６１９
０．４６０７
０．４６０５
０．４６１５

０．２９８７
０．２９９２
０．２９９６
０．２９９７
０．２９８１
０．２９８６
０．２９８３
０．２９９５
０．２９８９
０．２９９９
０．２９８０
０．２９９４
０．２９９０
０．２９８１

３ｋＧｙ
０．５５２５
０．５５２８
０．５５２４
０．５５２１
０．５５２０
０．５５３１
０．５５３５
０．５５１２
０．５５１６
０．５５１３
０．５５０６
０．５５３０
０．５５１８
０．５５０１

０．５５２０±０．０００３
０．４６０４
０．４６０１
０．４６０８
０．４６１４
０．４５９７
０．４５９６
０．４５９４
０．４６１６
０．４６００
０．４６１３
０．４６１５
０．４６０２
０．４６０１
０．４６１０

０．４６０５±０．０００２
０．２９８２
０．２９８９
０．２９９１
０．２９９３
０．２９７６
０．２９８１
０．２９８０
０．２９９０
０．２９８３
０．２９９４
０．２９７５
０．２９９１
０．２９８４
０．２９７９

０．２９８５±０．０００１

５ｋＧｙ
０．５５５０
０．５５２１
０．５５２０
０．５５１８
０．５５１２
０．５５２５
０．５５２８
０．５５０６
０．５５０９
０．５５０４
０．５５００
０．５５２３
０．５５１２
０．５４９６

０．５５１６±０．０００４
０．４５００
０．４５９４
０．４６０２
０．４６１０
０．４５９３
０．４５９１
０．４５９０
０．４６１１
０．４５９６
０．４６０９
０．４６０８
０．４５９８
０．４５９６
０．４６０３

０．４５９３±０．０００７
０．２９７７
０．２９８１
０．２９８８
０．２９８６
０．２９７１
０．２９７６
０．２９７２
０．２９８３
０．２９７８
０．２９８７
０．２９７０
０．２９８６
０．２９８０
０．２９７４

０．２９７９±０．０００２

８ｋＧｙ
０．５４１９
０．５４０９
０．５４０１
０．５４０５
０．５４０２
０．５４１３
０．５４１１
０．５４０３
０．５４０５
０．５４００
０．５４０４
０．５４１６
０．５４０７
０．５４９９

０．５４０７±０．０００２
０．４４９７
０．４４９５
０．４４０３
０．４４０９
０．４４９１
０．４４９２
０．４４９０
０．４４９６
０．４４９８
０．４４００
０．４４０１
０．４４９３
０．４４９４
０．４４０３

０．４４９７±０．００１４
０．２９１４
０．２９１７
０．２９９９
０．２９２０
０．２９１２
０．２９１３
０．２９１０
０．２９１６
０．２９１１
０．２９１５
０．２９０５
０．２９１８
０．２９０９
０．２９２１

０．２９１４±０．０００５

续表５ 开胃健脾丸５个成分含量测定结果（ｍｇ／ｇ）

待测成分

白术内酯Ⅲ

党参炔苷

橙皮苷

表６ 样品辐照前后含菌量测定结果

需氧菌总数（ＴＡＭＣ） 霉菌和酵母菌总数（ＴＹＭＣ）
辐照剂量

（ｋＧｙ）

酵母菌总数均大幅减少，且随着辐照剂量的增加，样品

的含菌量显著减少，表明 ６０Ｃｏ－γ射线辐照能有效除去

开胃健脾丸中的微生物。

３．２ 辐照剂量选择
根据卫生部颁布的《６０Ｃｏ辐照中药灭菌剂量标准》

的规定，中药的辐照剂量应水平１０ｋＧｙ。本研究中分别
采用３，５，８ｋＧｙ剂量进行辐照，考察其对指纹图谱和指
标成分的影响，并确定最佳灭菌处理参数。开胃健脾丸

经不同剂量 ６０Ｃｏ－γ射线辐射处理后，０，３，５ｋＧｙ辐照
处理过的供试品指纹图谱相似度均大于 ０．９５，而辐照
剂量为 ８ｋＧｙ时，相似度平均值为 ０．９００６（小于
０．９５），表明虽然指纹图谱共有峰数量没有变化，但与未
经辐照的供试品比较，相似度已有所下降。辐照前后开

胃健脾丸中５个成分含量无显著性变化（Ｐ＞０．０５），故
从含量和共有峰数量方面可以看出，辐照灭菌对开胃健

脾丸无影响。

３．３ 方法的价值
本研究中建立了开胃健脾丸指纹图谱和 ５个成分

含量测定方法，具有良好的精密度、准确性及线性关系，

辐照前后指纹图谱相似度好，主要色谱峰未损失，通过

验证确定，当辐照剂量为 ８ｋＧｙ时，能有效控制微生物
限度，该结论可为开胃健脾丸辐照灭菌提供参考。
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