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应用高效液相色谱法测定葫芦素片中葫芦素 B的含量
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［摘要］ 目的 测定葫芦素片中葫芦素 B 的含量。方法 采用高效液相色谱法，应用 Waters Symmetry C18 ( 250 mm ×
4. 6 mm，5． 0 μm) 色谱柱，流动相∶乙腈-水( 51∶49) ，流速: 1． 0 ml /min，柱温: 25 ℃，检测波长: 228 nm。结果 葫芦素 B的回
归方程: Y = 1 067． 3C － 0． 508 4 ( r = 0． 999 9) ，平均回收率为 99． 39% ( n = 6) ，ＲSD 为 0． 56%，说明该法具有良好的回收率。
结论 用 HPLC法测定葫芦素片中葫芦素 B的含量，方法简便，重复性好，结果准确。
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Determination of content of cucurbitacin B in cucurbitacins by HPLC
DOU Jiatai，Li Shengwen( Department of Pharmacy，No． 209 Hospital of PLA，Mudanjiang 157011，China )

［Abstract］ Objective To determina the content of cucurbitacin B in cucurbitacins． Methods The highly effective liquid
phase chromatography was used，with Waters Symmetry C18 ( 250 mm × 4． 6 mm 5 μm) column． The mobile phase was acetonitrile-wa-
ter ( 51∶49) ，the flow rate was 1 ml /min，column temperature was 25 ℃，the detection wavelength was 228 nm． Ｒesults Cucurb-
itacin B regression equation: Y = 1 067． 3C － 0． 508 4 ( r = 0． 999 9 ) ，the average recovery rate was 99． 39% ( n = 6 ) ，ＲSD was
0. 56%，which showed that this method had a good recovery rate． Conclusion The HPLC method for the determination of content of
cucurbitacin B in cucurbitacins was simple，reproducible，accurate．
［Key words］ HPLC; cucurbitacin tablet; cucurbitacin B

葫芦素片临床上主要用于湿热毒盛所致迁延性

肝炎、慢性肝炎及原发性肝癌的辅助治疗。其主要
成分是从葫芦科植物甜瓜瓜蒂中提取出的葫芦素

B，国内外学者对葫芦素 B 抗癌机制的研究可归纳
为: 葫芦素 B 分子结构侧链上带有的不饱和羰基，
是高度亲电子中心的亲核基团，可使控制细胞分裂

的酶烷化，从而抑制肿瘤细胞的生长。据研究其还
具有细胞毒性、保肝、提高机体免疫力和抗炎活性等
多种作用［1-3］。本实验采用反相高效液相色谱法，对
葫芦素片中葫芦素 B 的含量进行测定，方法简便快
捷，结果准确、可靠。

1 仪器和试药

Aglilent-1100高效液相色谱系统包括四元泵，柱
温箱，自动进样器，紫外检测器，Aglilent-1100 色谱工
作站。实验用超纯水由 Milli-Q 超纯水器制备系统
( Millipore Corporation，MA，U． S． A． ) 提供。葫芦素
片( 批号: 080301、080601、080901、090101、090102、

090601、090602、090701、091001、091002，浙江普洛
康裕天然药物有限公司) ，葫芦素 B 标准品( 自制，
纯度 ＞ 98． 5% ) 。乙腈、甲醇( 色谱纯，Merck公司) 。

2 方法与结果

2． 1 色谱条件 色谱柱: Waters Symmetry C18柱

( 250 mm × 4． 6 mm，5． 0 μm，) ; 流动相: 乙腈-水 =
( 51∶49) ; 流速: 1． 0 ml /min; 进样体积: 4 μl; 柱温:
25 ℃。葫芦素 B标准品及供试品色谱图，见图 1。
2． 2 对照品溶液的制备 精密称取葫芦素 B标准品
适量，加入无水甲醇适量制成 1 mg /ml 的标准溶液。
将上述溶液通过微孔滤膜后，放入 4 ℃冰箱中备用。
2． 3 供试品溶液的制备 取葫芦素片 18 片，精密称
定，研细，取细粉约 0． 2 g，精密称定，置具塞锥形瓶
中，加甲醇 30 ml，超声振摇 30 min，放置 10 min，滤
过，用少量甲醇洗涤，洗液并入同一量杯中，并用甲醇

定容为 30 ml，摇匀，即得。取续滤液过 0． 45 μm微孔
滤膜，4℃保存，供进样分析用。
2． 4 线性关系考察 准确配制葫芦素 B 对照品的
甲醇溶液，浓度为 1 mg /ml，自动进样量分别设为
0. 1、0． 2、1． 0、2． 0、4． 0、8． 0、16． 0 μl 测出葫芦素 B
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的峰面积，同时以对照品含量为横坐标，峰面积为

纵坐标，得回归方程: Y = 1067 ． 3C － 0 ． 5084，r = 1，
n = 7; 结果表明葫芦素 B在进样量为 0． 1 ～ 16 μg时
具有良好的线性关系。

图 1 葫芦素 B高效液相色谱图
A．标准品溶液; B．供试品溶液

2． 5 精密度实验 取对照品溶液，连续进样 6 次，
每次进样 4 μl，再以上述色谱条件和检测方法下测
定对照品的峰面积，ＲSD = 0197%，说明本法精密度
较好，结果见表 1。

表 1 葫芦素片精密度、稳定性、重复性实验结果( n =6)

编号

精密度

峰面积
ＲSD
( % )

稳定性

峰面积
ＲSD
( % )

重复性

含量
( mg)

ＲSD
( % )

1 357． 7 0． 197 216． 8 1． 27 0． 175 7 3． 87
2 359． 8 220． 5 0． 192 6
3 359． 4 214． 4 0． 195 8
4 359． 3 221． 3 0． 194 1
5 358． 4 222． 1 0． 190 6
6 358． 6 221． 1 0． 193 1

2 ． 6 重复性实验 取葫芦素片粉末 ( 批号:
090602，浙江普洛康裕天然药物有限公司) ，6 份每
份 0． 2 g，精密称定。按“2． 3”项下制备，并在上述
色谱条件和检测方法下测定，记录色谱峰的峰面

积，计算出每 0． 2 g葫芦素片中葫芦素 B 的平均含
量为 0． 190 3 mg，计算葫芦素 B 含量的 ＲSD =
3. 87%，说明本法重复性较好。
2． 7 稳定性实验 取葫芦素片粉末( 生产厂家: 浙
江普洛康裕天然药物有限公司; 批号: 090602 ) ，按
照“2． 3”项下制备供试品溶液，分别在样品制备并
于室温( 25 ℃ ) 放置 0、2、6、10、16、24 h 后在上述色
谱条件和检测方法下测定，记录色谱峰的峰面积，计

算峰面积 ＲSD =1． 27%，说明供试品溶液中各目标
成分至少在 24 h内稳定，满足样品测定的要求。
2． 8 加样回收率实验 精密称取葫芦素片粉末
( 批号: 090602，浙江普洛康裕天然药物有限公司) ，
6 份 0． 2 g，精密加入对照品适量，按照“2． 3”项下制
备供试品溶液，在上述色谱条件和检测方法下进行

检测，记录色谱峰的峰面积，计算葫芦素 B 含量。
回收率 = ( 测得葫芦素 B的含量 －葫芦素片中葫芦
素 B的含量) /对照品加入量 × 100%。加样回收率
和 ＲSD值见表 2。结果表明，葫芦素 B 的平均回收
率为 99． 39% ，ＲSD为 0． 48 %，说明回收率较高。

表 2 葫芦素片加样回收率试实结果( n = 6)

编号
样品含量
( mg)

加入量
( mg)
测得量
( mg)
回收率
( % )
平均回收
率( % )

ＲSD
( % )

1 0． 193 3 0． 193 4 0． 385 4 99． 33
2 0． 192 6 0． 193 4 0． 385 5 99． 74
3 0． 194 1 0． 193 4 0． 386 6 99． 53 99． 39 0． 56
4 0． 195 8 0． 193 4 0． 386 8 98． 76
5 0． 191 1 0． 193 4 0． 384 8 100． 2
6 0． 193 1 0． 193 4 0． 384 2 98． 81

2． 9 样品含量测定 取同一厂家( 浙江普洛康裕
天然药物有限公司) 生产的 6 个不同批号的葫芦素
片样品。按照“2． 3”项下制备供试品溶液，在上述
色谱条件和检测方法下进行检测，记录色谱峰的峰

面积，计算各批次葫芦素片中葫芦素 B 的含量，每
批测 3 次，取平均值( 表 3 ) 。结果表明: 6 个批次中
的葫芦素片中葫芦素 B含量最低为 0． 076 7%，符合
葫芦素 B 0． 06 mg /片的要求，所测 6 批样品均合格。

3 讨论

3． 1 流动相的选择 本实验试用不同配比的乙腈-
水系统进行洗脱，最终发现以流动相乙腈∶水( 51∶ 49)
系统为佳，各色谱峰的分离度较好，保留时间适中。
3 ． 2 提取溶剂、方法及时间的优化 笔者采用
超声波提取法，以甲醇为提取溶剂，先后采用甲醇

8、12、20 ml; 提取时间 20、30、50 min; 最终确定甲醇
12 ml，提取 30 min效果最佳。

592
药学实践杂志 2014 年 7 月 25 日第 32 卷第 4 期

Journal of Pharmaceutical Practice，Vol． 32，No． 4，July 25，2014



表 3 样品含量测定结果( n = 6)

批号
称样量
( g)
含测
编号
峰面积

测得量
( mg)
平均值
( mg) 含量

080301 0． 199 9 HC11 271． 6 0． 191 2 0． 191 2 0． 095 7
HC12 271． 6 0． 191 2
HC13 271． 7 0． 191 3

080601 0． 200 4 HC21 217． 1 0． 152 9 0． 153 8 0． 076 7
HC22 217． 7 0． 153 3
HC23 220． 1 0． 155 0

080901 0． 200 3 HC31 240． 5 0． 169 4 0． 169 4 0． 084 6
HC32 241． 1 0． 169 8
HC33 240． 0 0． 169 0

090101 0． 200 3 HC41 246． 8 0． 173 8 0． 173 5 0． 086 6
HC42 246． 7 0． 173 7
HC43 245． 7 0． 173 0

090102 0． 200 3 HC51 248． 2 0． 174 8 0． 174 0 0． 086 9
HC52 246． 5 0． 173 6
HC53 246． 6 0． 173 6

090602 0． 200 5 HC61 269． 2 0． 189 5 0． 189 3 0． 094 4
HC62 268． 7 0． 189 2
HC63 268． 7 0． 189 2

3． 3 检测波长的选择 对葫芦素 B进行 UV测试，
发现在 228 nm处有最大吸收，故选择 228 nm 作为
含量测定的检测波长［4-10］。
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表 3 冷藏( 4℃) 放置 1 年戊二醛的 pH值及含量测定结果

批号 种类 1 月 3 月 6 月 12 月 1 月 3 月 6 月 12 月
090623 B液 3． 53 3． 51 3． 51 3． 50 1． 22 1． 21 1． 20 1． 20

AB混合液 7． 45 7． 42 7． 42 7． 40 0． 62 0． 61 0． 61 0． 60
110721 B液 3． 49 3． 48 3． 47 3． 47 1． 16 1． 16 1． 15 1． 15

AB混合液 7． 40 7． 39 7． 38 7． 38 0． 59 0． 59 0． 58 0． 58
120109 B液 3． 60 3． 60 3． 58 3． 57 1． 17 1． 16 1． 16 1． 16

AB混合液 7． 50 7． 50 7． 48 7． 45 0． 60 0． 60 0． 59 0． 59

且多次少量配制增加了配制的时间和成本。本实验
对心包固定液的配制工艺进行了改进，将配好的缓

冲盐溶液和戊二醛溶液消毒后分别置于冰箱中 4℃
冷藏储存，使用前等量混合均匀，调节 pH 值在 7． 4
左右，与血液 pH 值相近，且在碱性条件下，具有强
杀菌活性，固定作用增强。此方法同时解决了碱性
戊二醛溶液稳定性差、保质期短的难题，减少了过期
试剂对环境的污染，避免了配制试剂给受试者带来

的健康损害。
由本实验结果可见，笔者对制备方法的改进可

行且可靠，1 年内使用稳定性好，为心包固定液的储
存及使用提供了依据。
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