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［摘要］ 目的 建立伊赫汤中羟基红花黄色素 A的含量测定方法。方法 采用高效液相色谱法( HPLC) ，色谱柱为大连
依力特 C18柱( 250 mm ×4． 6 mm，5 μm) ，流动相为甲醇-0． 5%乙酸溶液( 20∶80) ，检测波长为 403 nm，流速为 1． 0 ml /min。结
果 羟基红花黄色素 A在 0． 816 0 ～ 32． 64 μg /ml浓度范围内具有良好的线性关系，r = 0． 999 9，平均加样回收率为 101． 0%，
RSD为 1． 8% ( n = 6) 。结论 本方法快速、准确、重复性好，可用于伊赫汤中羟基红花黄色素 A的含量测定。
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Determination of hydroxysaffor yellow A in Yihe decoction by HPLC
SHA Ri-naa，HE Chun-longb，WANG Huan-yunb ( Inner Mongolia Medical university，a． Department of pharmacy，Second affiliated
hospita; b． School of Pharmay，Hohhot 010030，China)

［Abstract］ Objective To establish a RP-HPLC method for the determination of hydroxysaffor yellows A in Yihe decoction．
Methods The separation was performed on a Yilite C18 column( 250 mm ×4． 6 mm，5 μm) ． The mobile phase was methanol-0． 5%
acetic acid( 20∶ 80) with a flow rate of 1． 0 ml /min． The detection wavelength was set at 403 nm． Results Hydroxysaffor yellow A
in the range of 0． 816 0 ～ 32． 64 μg /ml showed a good linear relationship ( r = 0． 999 9) ． The average recovery was 101． 0% and RSD
was 1． 8% ( n = 6) ． Conclusion This accurate and reliable HPLC method could be used for the determination of hydroxysaffor yellow
A in Yihe decoction．
［Key words］ Yihe decoction; hydroxysaffor yellow A; HPLC

伊赫汤又名调元大补二十五味汤散，是蒙医传

统验方，由红花、诃子、川楝子、栀子等二十五味药材
组成。具有调解寒热，收敛，解毒，开胃之功效，用于
失眠、健忘疲乏、眩晕、麻木、抽搐、口苦、胃酸、烦渴、
热泻呕吐、消化不良、食欲不振、胃胀胃痛、腰腿酸
痛、久病不愈、身倦体怠 ［1］。该药收载在《中华人民
共和国卫生部药品标准·蒙药分册》( 1998 年
版) ［2］，原质量标准没有相关定量研究，考虑到红花

为本方中的君药，为了更全面地控制伊赫汤的质量，

保证人民用药的安全、有效和可控，提高该药的质量
标准，故参照文献［3 ～ 10］，采用反相高效液相色谱法

对伊赫汤中红花的主要有效成分羟基红花黄色素 A
进行含量测定，亦可为该制剂质量标准的提高与完

善提供依据。

1 仪器与试药

大连依利特 P230 型高效液相色谱仪; UV230 +

紫外可见检测器; 手动进样器; KQ5200E 型超声仪
( 昆山市超声仪器有限公司) 。
羟基红花黄色素 A对照品( 中国食品药品检定

研究院，批号: 111637-201106) ; 甲醇为色谱纯，水为
超纯水，其他试剂均为分析纯。伊赫汤由内蒙古蒙
药股份有限公司( 批号: 110340 ) ，乌兰浩特中蒙制
药有限公司( 批号: 100908) 提供。

2 方法与结果

2． 1 色谱条件 色谱柱: 大连依利特 C18柱( 250

mm ×4． 6 mm，5 μm) ; 流动相: 甲醇-0． 5%乙酸溶液
( 20∶80 ) ; 流速: 1． 0 ml /min; 柱温: 25 ℃ ; 检测波
长: 403 nm［3］; 理论塔板数按羟基红花黄色素 A 计
不得少于 3 000。
2． 2 溶液的制备
2． 2． 1 对照品溶液的制备 精密称取一定量羟基
红花黄色素 A对照品，置 100 ml 容量瓶中，加 25%
甲醇溶解制成 40． 80 μg /ml的对照品溶液。
2． 2． 2 供试品溶液的制备 取本品约 0． 24 g，精密
称定，置具塞锥形瓶中，精密加入 25%甲醇 25 ml，
密塞，称定重量，超声( 200 W，40 Hz) 提取 40 min，
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放冷，再称定重量，用 25%甲醇补足减失的重量，摇
匀，0． 45 μm微孔滤膜滤过，即得。
2．2．3 阴性样品溶液制备 取除红花外的其余处方量
药材，按制备工艺方法制备缺红花的阴性样品，按上述

供试品溶液制备方法制成缺红花的阴性样品溶液。

在选定的上述色谱条件下，分别吸取供试品溶

液、对照品溶液、阴性样品溶液各 10μl，注入液相色
谱仪，记录色谱图。结果显示: 羟基红花黄色素 A
与其他组分色谱峰可完全分离，且阴性样品无干扰，

色谱图见图 1。

图 1 伊赫汤中羟基红花黄色素 A色谱图
A-阴性样品，B-对照品; C-供试品。

2． 3 线性关系考察 精密吸取对照品溶液( 40． 80
μg /ml) 0． 2、0． 5、1． 0、3． 0、5． 0、8． 0 ml，分别置于 10
ml量瓶中，用 25%甲醇稀释至刻度，摇匀。浓度分
别为 0． 816、2． 040、4． 080、12． 24、20． 40 和 32． 64
μg /ml，在上述色谱条件下分别进样 10 μl，测定其
峰面积 A积分值，以浓度( C) 为横坐标，峰面积( A)
为纵坐标，绘制标准曲线，回归方程为: A = 27． 899C
－ 1． 937 9，r = 0． 999 9。试验结果表明: 羟基红花黄
色素 A在 0． 816 ～ 32． 64 μg /ml 浓度范围内具有良
好的线性关系。
2． 4 精密度试验 分别精密吸取对照品溶液
( 20. 40 μg /ml) 和供试品溶液( 内蒙古蒙药股份有
限公司，批号: 110340) 各 10 μl，连续进样 6 次，分别
测定其峰面积 A，对照品溶液 RSD为 1． 8%，供试品
溶液 RSD为 1． 4%。结果表明: 该方法精密度良好，
符合含量测定要求。
2． 5 稳定性试验 取供试品溶液( 内蒙古蒙药股
份有限公司，批号: 110340) ，分别于 0、2、4、6、8、10 h
进样，进样量为 10 μl，测定峰面积 A，RSD 为 1． 8%
( n = 6) 。结果表明: 供试品溶液在 10 h内稳定。
2． 6 重复性试验 取供试品( 内蒙古蒙药股份有
限公司，批号 110340) 约 0． 24 g，精密称定，共 6 份，
分别按供试品溶液制备方法制备，并测定含量，RSD
为 1． 1% ( n = 6) 。结果表明: 该方法的重复性好，符
合含量测定要求。
2． 7 加样回收试验 取已知含量的供试品( 内蒙
古蒙药股份有限公司，批号: 110340 ) 6 份，每份约
0. 138 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入羟基
红花黄色素 A对照品一定量，按上述供试品溶液制
备方法制备，分别测定，计算回收率。平均加样回收

率为 101． 0%，RSD为 1． 8% ( n = 6 ) 。结果表明: 该
方法的准确度良好，符合含量测定要求，见表 1。

表 1 加样回收率试验结果

称样量
( mg)
样品含量
( μg)

加入量
( μg)
测得量
( μg)
回收率
( % )
平均值
( % )

RSD
( % )

138． 0 127． 8 124． 6 253． 8 101． 2
138． 6 128． 3 124． 6 251． 5 98． 89
138． 0 127． 8 124． 6 256． 6 103． 4
138． 1 127． 9 124． 6 251． 8 99． 53 101． 0 1． 8
138． 4 128． 1 124． 6 256． 0 102． 7
138． 5 128． 2 124． 6 253． 3 100． 4

2． 8 耐用性实验 取供试品( 内蒙古蒙药股份有
限公司，批号 110340 ) 约 0． 24 g，精密称定，按供试
品溶液制备方法制备，分别在 3 个不同流速条件下
测定含量，同一流速下进样 2 次，RSD 为 0． 01% ( n
= 6) ，结果表明: 该方法的耐用性良好，符合含量测
定要求，见表 2。

表 2 耐用性试验结果

流速( ml /min) 含量( % ) RSD( % )
0． 8 0． 092 0

0． 091 5
1． 0 0． 092 2 0． 01

0． 091 5
1． 2 0． 089 0

0． 090 2

2． 9 样品的含量测定 取不同厂家供试品约 0． 24
g，各 3 份，精密称定，按供试品溶液制备方法制备，
分别吸取供试品溶液和对照品溶液各 10 μl，注入液
相色谱仪，测定峰面积 A，计算羟基红花黄色素 A的
含量，结果见表 3。
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表 3 样品含量测定结果

生产厂家及批号
平均含量
( mg /g)

RSD
( % )

内蒙古蒙药股份有限公司( 批号 110340) 0． 936 4 0． 7
乌兰浩特中蒙制药有限公司( 批号 100908) 0． 776 5 0． 2

3 讨论

3． 1 参考文献中采用溶剂回流提取法和超声提取
法提取羟基红花黄色素 A，本实验采用超声提取法
提取羟基红花黄色素 A，方法简单快速。在实验过
程中，曾采用 10%甲醇、25%甲醇、35%甲醇作为提
取溶剂进行提取测定。结果表明: 25%甲醇提取杂
质较少且含量较高，效果最好; 提取时间分别选择在

30、40、50 min提取。结果表明: 40 min 即可基本提
取完全。
3． 2 流动相的选择，有文献报道采用乙腈作为流动
相，成本较高，为了减少成本，我们采用甲醇-0. 18%
乙酸溶液( 30∶70 ) 和甲醇-0． 18%乙酸溶液( 20∶
80) ，甲醇-0． 5%乙酸溶液( 20∶80 ) 等为流动相，通
过比较，将流动相定为甲醇-0． 5%乙酸溶液( 20∶
80) ，保留时间适宜，分离度良好。
3． 3 伊赫汤共有药材二十五味，药味较多，干扰成
分较多，选择含量测定指标较困难，本实验首次对其

进行含量测定研究，具有一定研究意义。

3． 4 本实验对处方中的红花进行含量测定，为更好
的控制其质量，有待于进一步对其他药材或成分进

行相关测定。
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复受损的外周神经。本研究仅对降糖合剂的近期目
标进行了考察，其远期疗效和详细作用机制尚有待

进一步研究。
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