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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立高效液相色谱法测定壮骨颗粒中补骨脂素和异补骨脂素的含量 。方法 　色谱柱为 Agilent Zorbax
C１８柱（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） ，流动相为甲醇唱水（４５ ∶ ５５） ，检测波长为 ２４５ nm ，流速为 １ ．０ ml／min ，柱温为 ２５ ℃ ，进样量为

１０ μl 。采用 ７０％ 乙醇水浴方法提取壮骨颗粒中的补骨脂素和异补骨脂素 。结果 　补骨脂素与异补骨脂素在 ３畅７５ ～ ４０ μg／ml
范围内呈良好的线性关系 ，对方法精密度（n＝ ６） 、重复性（n＝ ６）和稳定性（１２ h）进行考察 ，相对标准偏差（RSD）均小于 ２％ 。

加样回收率（n＝ ６）为 ９４％ ～ １０５％ 。结论 　该测定方法简便 、快速 、准确 ，可用于壮骨颗粒的临床快速质量控制 。
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HPLCmethod to assay the content of psoralen and angelicin in Zhuanggu granules
PU Jin ，XU Liangyan ，CHEN Ruohua（The First Affiliated Hospital of the Second Military Medical University ，VIP Depart唱
ment ，Shanghai ２００４３３ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To develop a HPLC method for psoralenand angelicin content assay in Zhuanggu granules ．Meth唱
ods 　 Agilent Zorbax C１８ column（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） was used with methanol and water （４５ ∶ ５５） as mobile phase ．The
detection wavelength was set at ２４５ nm ．The flow rate was １ ．０ ml／min and column temperature at ２５ ℃ ．The injection volume
was １０ μl ．Psoralenand angelicin were extracted with ７０％ ethanol under water bath ．Results 　 The linearity was obtained over
３ ．７５ ～ ４０ μg／mlfor psoralenand angelicin ．The RSDs were less than ２％ ．The average recovery was between ９４％ and １０５％ ．

Conclusion 　 This simple and accurate HPLC method was suitable for the quality control of Zhuanggu granules ．

　 　 ［Key words］ 　 HPLC ；Zhuanggu granules ；psoralen ；angelicin

　 　壮骨颗粒是在医院协定处方基础上研发配制的

纯中药制剂 ，由党参 、山药 、补骨脂 、地黄等药材组

成 ，方中诸药伍用可祛瘀生新 ，加速骨痂生长 ，促进

骨折的临床愈合 ，恢复新骨及关节功能的正常化 。

其中 ，补骨脂具有补肾壮阳 ，固精缩尿 ，温脾止泻 ，纳

气平喘等功效 。而补骨脂素与异补骨脂素是补骨脂

中的主要成分 ，具有抗骨质疏松活性［１］
，促进成骨细

胞的生成功能 ，增强骨更新［２］等药理活性 ，与处方中

补骨脂的功效相符 。 在枟中华人民共和国药典枠
［３］

中 ，补骨脂素与异补骨脂素也是补骨脂的质量控制

成分 ，多种含有补骨脂的中药制剂亦是将补骨脂素

与异补骨脂素作为含量测定的指标性成分［４ ，５］
。因

此 ，本研究采用高效液相色谱法测定上述 ２ 种成分

的含量 ，对壮骨颗粒进行快速检测 ，以控制其质量 。

1 　仪器与试药

　 　 Waters Alliance 高效液相色谱仪 ，Empower ３
工作站［沃特世科技（上海）有限公司］ ；KQ唱４００KDE
型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司） ；

AUW１２０D型电子天平（日本岛津公司） 。补骨脂素

（批号 ：１１０７３９唱２０１２１７） 、异补骨脂素（批号 ：１１０７３８唱

２０１３１５）标准品均由中国食品药品检定研究院提供 ；

壮骨颗粒由通化市中医院制剂室提供 ；甲醇为色谱

纯 ；水为重蒸去离子水 ；其它试剂均为分析纯 。

2 　方法和结果

2 ．1 　 色谱条件 　 色谱柱为 Agilent Zorbax C１８柱

（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） ，流动相 为甲 醇唱水

（４５ ∶ ５５） ，流速为 １ ．０ ml／min ，检测波长为 ２４５ nm ，

柱温为 ２５ ℃ ，进样量为 １０ μl 。
2 ．2 　溶液的制备
2 ．2 ．1 　 对照品溶液 　 精密称取补骨脂素对照品

０ ．０１０ ５ g ，异补骨脂素对照品０ ．０１０ １ g ，置 １０ ml
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容量瓶中 ，加甲醇稀释至刻度 ，摇匀 ，得到 １ ．０５ mg／
ml补骨脂素与 １ ．０１ mg ／ml异补骨脂素混合对照品
储备液 。

2 ．2 ．2 　供试品溶液 　称取壮骨颗粒 ５ g ，加 ７０％ 乙

醇 ２００ ml ，水浴提取 ３０ min ，提取液减压浓缩 ，过

滤 ，滤液移至 ５０ ml 容量瓶中 ，加水至刻度 ，摇匀 。

取适量过微孔滤膜（０ ．４５ μm） ，即得 。

2 ．2 ．3 　阴性样品溶液 　以相同处方比例 ，按壮骨颗

粒制备工艺制备不含补骨脂的阴性样品 ，再按照

“２ ．２ ．２”项下方法制备得到阴性样品溶液 。

2 ．3 　系统适用性考察 　取供试品溶液 、对照品溶液

及阴性样品溶液 ，按“２ ．１”项下色谱条件进样 。结果

表明 ，阴性样品溶液中无其他杂质峰对补骨脂素和

异补骨脂素形成干扰 ，补骨脂素和异补骨脂素与其

他色谱峰分离良好 ，分离度均大于１ ．５ ，理论塔板数

大于５ ０００ ，见图 １ 。

图 1 　壮骨颗粒 HPLC色谱图
A ．对照品溶液 ；B ．供试品溶液 ；C ．阴性样品溶液 ；１ ．补骨脂素 ；２ ．异补骨脂素

2 ．4 　线性关系考察 　 分别精密吸取混合对照品储

备液 ０ ．８ 、０ ．６ ml 置 １０ ml 容量瓶中 ，加甲醇至刻

度 ，配制成 ８０ μg／ml 和 ６０ μg／ml 的对照品溶液 。

再取上述 ２种对照品溶液各 ５ ml至 １０ ml容量瓶
中 ，以 ４０％ 甲醇依次对半稀释 ，分别配制成 ４０ 、３０ 、

２０ 、１５ 、１０ 、７ ．５ 、５ 和３ ．７５ μg／ml的溶液 。精密吸取

上述溶液各 １０ μl ，按“２ ．１”项下色谱条件进样 ，测定

补骨脂素与异补骨脂素峰面积值 ，以峰面积值（Y ）

为纵坐标 ，对照品浓度（X ）为横坐标 ，绘制标准曲

线 。结果表明 ，补骨脂素在 ３ ．７５ ～ ４０ μg／ml范围内
呈良好的线性关系 ，回归方程为 Y １ ＝ ８１ ７７０ X１ ＋

１ １８９（r１ ＝ ０ ．９９９ ８ ，n ＝ ３） ；异补骨脂素在 ３ ．７５ ～

４０ μg／ml范围内呈良好的线性关系 ，回归方程为 Y ２

＝ ７８ ２１０ X２ ＋ ５０４（r２ ＝ ０ ．９９９ ７ ，n＝ ３） 。

2 ．5 　精密度考察 　取 １５ μg／ml的对照品混合溶液
２００ μl ，按“２ ．１”项下色谱条件进样 ，重复进样 ６次 ，

连续 ３ d ，记录补骨脂素与异补骨脂素的峰面积 ，其

日内 RSD分别为 １ ．１５％ 和 ０ ．８４％ ，日间 RSD分别
为 １ ．５７％ 和 １ ．９１％ 。实验结果表明本方法精密度

较好 。

2 ．6 　 重复性考察 　 称取壮骨颗粒样品 ６ 份（批号

２０１５０１１３） ，按“２ ．２ ．２”项下方法制备供试品溶液 ，按

“２ ．１”项下色谱条件进样 ，按“２ ．４”项下的标准曲线

方程计算补骨脂素与异补骨脂素含量 ，其 RSD分别
为 １畅２７％ 和 ２畅１８％ ，表明本法重现性较好 ，符合含

量测定要求 。

2 ．7 　稳定性考察 　 取同一供试品溶液 ，分别在 ０ 、

２ 、４ 、８ 、１２ h按“２ ．１”项下色谱条件进样 ，记录补骨

脂素与异补骨脂素峰面积值 ，其 RSD 分别为
１畅４２％ 和 １畅６１％ ，表明补骨脂素与异补骨脂素经提

取在样品中 １２ h内稳定 。

2 ．8 　加样回收率考察 　 精密量取已知含量的壮骨

颗粒样品 ５ g （批号 ２０１５０１１３ ，补骨脂素含量为

０ ．１３ mg／g ，异补骨脂素含量为０ ．０９ mg ／g） ，精密加

入 １ mg／ml补骨脂素与异补骨脂素混合对照品溶
液０ ．６ ml ，按“２ ．２ ．２”项下方法制备供试品溶液 ，按

“２ ．１”项下色谱条件进样 ，按“２ ．４”项下的标准曲线

方程计算补骨脂素与异补骨脂素含量 ，求得回收率 ，

结果见表 １ 。

表 1 　壮骨颗粒的加样回收率试验结果（n＝ ６）

成分
加入量
（m／mg）

原有量
（m／mg）

实测量
（m／mg）

回收率
（％ ）

平均回
收率
（％ ）

RSD
（％ ）

补骨脂素 　 ０ 灋．６０ ０ 骀．６５ １ .．２４ ９９ 妸．０８ １０１ 珑．９７ ２  ．３０

０ 灋．６０ ０ 骀．６５ １ .．２７ １０２ 妸．３１

０ 灋．６０ ０ 骀．６５ １ .．２５ ９９ 妸．２３

０ 灋．６０ ０ 骀．６５ １ .．２７ １０３ 妸．６９

０ 灋．６０ ０ 骀．６５ １ .．２７ １０２ 妸．７７

０ 灋．６０ ０ 骀．６５ １ .．２８ １０４ 妸．７７

异补骨脂素 ０ 灋．６０ ０ 骀．４５ １ .．０６ １０２ 妸．１０ １００ 珑．８１ ３  ．９２

０ 灋．６０ ０ 骀．４５ １ .．０１ ９４ 妸．０９

０ 灋．６０ ０ 骀．４５ １ .．０７ １０３ 妸．３３

０ 灋．６０ ０ 骀．４５ １ .．０８ １０５ 妸．３５

０ 灋．６０ ０ 骀．４５ １ .．０４ ９８ 妸．８０

０ 灋．６０ ０ 骀．４５ １ .．０６ １０１ 妸．２０

（下转第 ４５８页）

２４４

药学实践杂志 　 ２０１６ 年 ９ 月 ２５日第 ３４ 卷第 ５ 期

Journal of Pharmaceutical Practice ，Vol ．３４ ，No ．５ ，September ２５ ，２０１６




