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高效液相色谱法同时测定骨折挫伤胶囊中羟基红花
黄色素Ａ和大黄素含量

胡小祥 １，何 艳 ２△

（１．郴州市食品药品检验检测中心，湖南 郴州 ４２３０００； ２．湘南学院药学院，湖南 郴州 ４２３０００）
摘要：目的 建立同时测定骨折挫伤胶囊中羟基红花黄色素 Ａ和大黄素含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法 色谱柱为 Ｗａｔｅｒｓｓｕｎ
ｆｉｒｅ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇（Ａ）－０．２％磷酸溶液（Ｂ）梯度洗脱（０～９ｍｉｎ时 １５％ Ａ，９～１０ｍｉｎ时 １５％Ａ～
８５％Ａ，１０～２５ｍｉｎ时８５％Ａ牘，检测波长为４０３ｎｍ（０～１０ｍｉｎ）、２５４ｎｍ（１０～２５ｍｉｎ），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３５℃，进样量为１０μＬ。
结果 羟基红花黄色素 Ａ、大黄素的质量浓度分别在 ２．１２～２９．６８μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９８）和 ２．０４～２８．３６μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９８）范围内与
峰面积线性关系良好；平均加样回收率分别为 ９９．２７％和 ９９．５５％，ＲＳＤ分别为 １．８３％和 １．１８％牗ｎ＝９）。结论 该方法简单、专属性

强、重复性好，可用于骨折挫伤胶囊中红花药材和大黄药材的质量控制。

关键词：骨折挫伤胶囊；羟基红花黄色素Ａ；大黄素；高效液相色谱法；含量测定
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１．羟基红花黄色素Ａ ２．大黄素

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性样品溶液
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骨折挫伤胶囊由猪骨、炒黄瓜子、煅自然铜、红花 、

大黄、当归、醋乳香、醋没药、血竭、土鳖虫１０味药材组
方，具有舒筋活络、接骨止痛的功效，主治跌打损伤、消

肿散瘀、扭腰岔气等症犤１犦１１８８。现行质量标准收载于２０１５
年版《中国药典（一部）》，含量测定项下仅以血竭素为指

标成分来控制血竭的质量，未对处方中红花和大黄等药

材进行质量控制。方中红花活血通经、散瘀止痛，主要成

分为羟基红花色素 Ａ犤１犦１５１；大黄逐瘀通经、跌打损伤，主
要成分为大黄素犤１犦２３。目前，关于该制剂中羟基红花色素

Ａ和大黄素的含量测定采用不同液相色谱法进行单独
测定犤２－３犦，耗时费力。本研究中拟建立同时测定该制剂

中羟基红花色素Ａ和大黄素含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）
法，为控制该制剂的质量提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪，配置 Ｇ１３１５Ｄ型

ＤＡＤ检测器（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＡＵＷ－２２０Ｄ型电子
天平（日本岛津公司，感量为 ０．０１ｍｇ）；ＫＱ－３００ＤＥ型
超声清洗器（昆山超声仪器有限公司）。

１．２ 试药
骨折挫伤胶囊（厂家 Ａ，批号分别为 １８０１０３，

１７１００１；厂家 Ｂ，批号为 ２０１７０６０２）；羟基红花黄色素 Ａ
对照品（批号为 １１１６３７－２０１３０８６，纯度为 ９６．５％），大
黄素对照品（批号为 １１０７５６－２０１５１２，纯度为 ９８．７％）
均由中国食品药品检定研究院提供；甲醇、乙腈为色谱

纯，其余试剂均为分析纯；水为超纯水。

２ 方法与结果

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

５μｍ）；流动相：甲醇（Ａ）－０．２％磷酸溶液（Ｂ），梯度洗
脱牗０～９ｍｉｎ时 １５％ Ａ，９～１０ｍｉｎ时 １５％Ａ→８５％ Ａ，
１０～２５ｍｉｎ时８５％ Ａ牘；检测波长：４０３ｎｍ（０～１０ｍｉｎ），
２５４ｎｍ（１０～２５ｍｉｎ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温：３５℃；
进样量：１０μＬ。
２．２ 溶液制备

供试品溶液：取骨折挫伤胶囊样品（批号分别为

１８０１０３，１７１００１，２０１７０６０２）内容物适量，研细，取粉末约
２ｇ，精密称定，置锥形瓶中，精密加入甲醇 ５０ｍＬ，称定
质量，超声提取（３００Ｗ，４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，放冷，再称定质量，
用甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过，滤液过 ０．４５μｍ
滤膜，即得。

混合对照品溶液：分别称取羟基红花黄色素Ａ和大
黄素对照品适量，精密称定，用甲醇定容至刻度，制成质量

浓度分别为 ４２．５４μｇ／ｍＬ和４０．８０μｇ／ｍＬ的混合对照
品贮备溶液。

阴性对照品溶液：取按处方工艺制备阴性样品，

取适量，研细，按供试品溶液制备方法制备阴性对照

品溶液。

２．３ 方法学考察
系统适用性与专属性试验：分别精密吸取混合对照

品溶液、供试品溶液、阴性对照品溶液各１０μＬ，注入高
效液相色谱仪，按２．１项下色谱条件进样测定，记录峰
面积。供试品溶液中羟基红花黄色素 Ａ和大黄素色谱
峰可达到较理想的分离效果，分离度大于 １．５；且阴性
对照品溶液在与对照品溶液色谱峰相应的保留时间无色

谱峰出现，阴性对照无干扰，表明该方法专属性良好。色谱

图见图１。
线性关系考察：分别精密吸取２．２项下混合对照品

溶液 ０．５，１．０，２．０，４．０，５．０，７．０ｍＬ，置 １０ｍＬ容量瓶
中，加甲醇稀释至刻度，按 ２．１项下色谱条件测定峰面
积。以进样质量浓度为横坐标（Ｘ，μｇ／ｍＬ）、峰面积为纵
坐标（Ｙ）进行线性回归，得羟基红花黄色素 Ａ、大黄素
回归方程分别为 Ｙ羟 ＝２８．０１４Ｘ－０．７９３（ｒ＝０．９９９８），
Ｙ大＝３６．８３５Ｘ－０．３４２（ｒ＝０．９９９８）。结果表明，羟基红花
黄色素Ａ、大黄素质量浓度分别在２．１２～２９．６８μｇ／ｍＬ，
２．０４～２８．３６μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取 ２．２项下混合对照品溶液
５ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，精密吸取
１０μＬ，注入液相色谱仪，连续进样 ６次。结果羟基红花
黄色素 Ａ和大黄素峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０．７７％和
０．５７％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：精密吸取同一批（批号为 １８０１０３）供

·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ



５６

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２０年１月５日 第２９卷第１期

Ｖｏｌ．２９牞Ｎｏ．１牞Ｊａｎｕａｒｙ５牞２０２０

Ａ
１．０１５４
１．０２４２
０．９７５７
１．０００５
０．９４６８
１．００４１
１．０８６５
１．０２３８
１．０７４１

Ｂ
１．０１５４
１．０２４２
０．９７５７
１．００５０
０．９４６８
１．００４１
１．０８６５
１．０２３８
１．０７４１

Ａ
０．２３２
０．２３４
０．２２２
０．２２８
０．２１６
０．２２９
０．２４８
０．２３３
０．２４５

Ｂ
０．１１０
０．１１１
０．１０５
０．１０９
０．１０２
０．１０８
０．１１７
０．１１０
０．１１６

Ａ
０．１１６
０．１１６
０．１１６
０．２３２
０．２３２
０．２３２
０．３４８
０．３４８
０．３４８

Ｂ
０．０５８
０．０５８
０．０５８
０．１１６
０．１１６
０．１１６
０．１７４
０．１７４
０．１７４

Ａ
０．３４５
０．３４８
０．３３７
０．４５４
０．４４４
０．４５７
０．６０１
０．５８４
０．６０１

Ｂ
０．１６８
０．１６９
０．１６３
０．２２７
０．２１６
０．２２４
０．２８９
０．２８３
０．２８６

Ａ
９７．４１
９８．２８
９９．１４
９７．４１
９８．２８
９８．２８
１０１．４４
１００．８６
１０２．３０

Ｂ
１００．００
１００．００
１００．００
１０１．７２
９８．２８
１００．００
９８．８５
９９．４３
９７．７０

Ａ

９９．２７

Ｂ

９９．５５

Ａ

１．８３

Ｂ

１．１８

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝９）

取样量（ｇ） 样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

注：Ａ为羟基红花黄色素Ａ，Ｂ为大黄素。

试品溶液 １０μＬ，分别于 ０，４，８，１２，１６，２４ｈ时重复进
样。结果羟基红花黄色素 Ａ和大黄素峰面积的 ＲＳＤ分
别为 １．１１％和１．３６％（ｎ＝６），表明供试品溶液在 ２４ｈ
内稳定。

重复性试验：取同一批（批号为１８０１０３）样品６份，
精密称定，按 ２．２项下方法制备供试品溶液，精密吸取
１０μＬ，按２．１项下色谱条件测定峰面积。结果羟基红花黄
色Ａ和大黄素平均含量分别为０．２２８ｍｇ／ｇ和０．１０８ｍｇ／ｇ，
ＲＳＤ分别为１．６７％和１．２１％牗ｎ＝６牘，表明方法重复性
良好。

加样回收试验：取已知含量的（批号１８０１０３）样品９
份，约１ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，按样品中含羟基
红花黄色素Ａ和大黄素的５０％，１００％，１５０％分别精密
加入混合对照品溶液５０ｍＬ，按２．２项下方法各平行制备
３份供试品溶液，进样１０μＬ，计算回收率。结果见表１。
２．４ 样品含量测定

取不同厂家的样品适量，研细，取约２ｇ，精密称定，
按 ２．２项下方法制备供试品溶液，分别进样 １０μＬ，测
定峰面积，计算含量。结果羟基红花黄色素Ａ和大黄素
的含量，厂家 Ａ（批号为１８０１０３）分别为 ０．２２８ｍｇ／ｇ和
０．１０８ｍｇ／ｇ，厂家Ａ（批号为１７１００１）分别为０．２６６ｍｇ／ｇ
和 ０．１１０ｍｇ／ｇ，厂家 Ｂ（批号为 ２０１７０６０２）分别为
０．１５９ｍｇ／ｇ和０．０５１ｍｇ／ｇ（ｎ＝３）。
３ 讨论

３．１ 色谱条件选择
采用 ＤＡＤ检测器，对羟基红花黄色素 Ａ和大黄素

混合对照品在 ２００～８００ｎｍ波长范围内进行全波长扫
描，结果显示，羟基红花黄色素 Ａ最大吸收波长为
４０３ｎｍ，大黄素最大吸收波长为２５４ｎｍ。所用检测器具
有波长切换功能，故本研究中选用４０３，２５４ｎｍ作为检
测波长。参考文献犤４－７犦，比较了乙腈 －０．５％乙酸溶
液，乙腈 －０．２％磷酸溶液，甲醇 －０．５％乙酸溶液和甲

醇 －０．２％磷酸溶液作为流动相对供试品溶液进行分
离。结果表明，采用甲醇 －０．２％磷酸溶液为流动相，进
行梯度洗脱时，羟基红花黄色素 Ａ和大黄素分离效果
好，分离度均大于１．５，且阴性对照无干扰。
３．２ 提取条件选择

本研究中比较了甲醇、７０％甲醇、乙醇和７０％乙醇
作为提取溶剂时的提取效果。采用乙醇和 ７０％乙醇作
为溶剂时，杂质较多，目标峰有干扰；采用甲醇、７０％甲
醇作为提取溶剂时，２种有效成分在以甲醇为提取溶剂
时得率最高，且测定无干扰，最终选择甲醇作为提取溶

剂。同时还考察了加热回流提取和超声提取２种提取方
法的效果，结果显示，２种提取方法对 ２种有效成分提
取的影响相似，但超声提取简单易行，故最终选择超声

提取。以甲醇作为提取溶剂时，考察了超声提取１０，２０，
３０，４０ｍｉｎ对２种有效成分提取的影响，超声提取３０ｍｉｎ
时，２种有效成分基本提取完全，故选择超声提取３０ｍｉｎ
处理供试品。
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