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摘要:目的 建立高效液相色谱 (H PLC )法测定莲子心中芦丁的含量。方法 以 U ltim ate C18 ( 250 mm @ 4. 6 mm, 5Lm )为色谱柱, 流动相

为甲醇 - 0. 1%磷酸溶液 ( 40B60),流速为 1. 0 m l/m in, 检测波长为 256 nm, 柱温为 30 e 。结果 芦丁进样量在 0. 122~ 1. 094 Lg范围

内线性关系良好 ( r= 0. 999 9), 平均回收率为 100. 5% , RSD为 1. 72% ( n = 6)。结论 本法简便、准确、可靠, 可作为莲子心中芦丁的

定量分析方法。
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Ab s t ra c t: O b je c t iv e To estab lish an HPLC m ethod to determ ine the content o f rutin in Plumula Ne lumbinis.

M e tho d s U ltimateC18 column ( 250mm @4. 6mm, 5 Lm) w as used, themob ile phasewas consisted o fmethano l- 011%
phosphoric ac id so lution ( 40B60) w ith a flow rate o f 1. 0 m l/m in. The detect ive w aveleng th w as 256 nm, and the co lumn

temperature w as 30e . Re s u lts The calibrat ion curvew as linear in the range of 0. 122~ 1. 094 Lg ( r= 01999 9) . The

average recovery w as 100. 5%, RSD = 1. 72% ( n = 6) . C o n c lu s ion The m ethod is simple, accurate, reliable, and

suitab le for the determ ination of ru tin in P lumula Ne lumbinis.

K e y w o rd s: plumu la nelumb in is; rutin; HPLC

  莲子心为睡莲科植物莲 N elumbo nucifera Gaertn.

成熟种子中的干燥幼叶及胚根,具有清心安神,交通心

肾, 涩精止血之功效
[ 1]
。莲子心生物碱成分的研究报

道较多,但黄酮类成分的报道甚少。莲子心黄酮类成

分有芦丁、金丝桃苷、木犀草素等,其中芦丁具有降低

毛细血管脆性和异常通透性作用,常用作毛细血管性

出血的止血药和动脉粥样硬化的辅助治疗药
[ 2]
。因

此, 测定莲子心中芦丁的含量对于控制药材品质和确

保临床疗效具有重要的意义。虽有测定莲子心中总黄

酮
[ 3]
和芦丁

[ 4]
含量的报道, 但未见采用 HPLC法测定

莲子心中芦丁含量的报道。本文建立的 HPLC法, 简

单、准确、可靠, 可以作为莲子心中芦丁的定量分析方

法。

1 仪器与试药

W aters 2695高效液相色谱仪 (包括自动进样器、柱

温箱、2996二极管阵列检测器、Empow er 2色谱工作

站 )。 Sartorius CP225 D电子天平。芦丁对照品 (批
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号: 10080- 200806)购自中国药品生制品检定所。莲

子心采自不同产地, 并经福建中医药大学杨成梓副教

授鉴定为 N elumbo nucifera Gaertn. 成熟种子中的干燥

幼叶及胚根。甲醇为色谱纯, 磷酸为分析纯, 水为实验

室自制超纯水。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱: U ltmi ate C18 ( 250 mm @ 4. 6mm, 5 Lm); 流

动相:甲醇 - 0. 1%磷酸水溶液 ( 40B60);流速: 1. 0 m l /m in;

检测波长: 256 nm;柱温: 30e ; 进样量: 10 L l。

2. 2 溶液制备

2. 2. 1 对照品溶液  精密称取芦丁对照品 10. 13 mg,

置 50 m l量瓶中, 加甲醇溶解并定容至刻度, 制成

01202 6mg /m l的对照品贮备溶液。精密吸取贮备溶

液 3m ,l置 10 m l量瓶中,加甲醇稀释至刻度,制成浓度

为 60. 78 Lg /m l的对照品溶液。

2. 2. 2 供试品溶液  取莲子心药材粉末约 2 g, 精密

称定,加入甲醇 45m ,l回流提取 1 h, 滤过,滤液转至 50

m l量瓶中, 加甲醇定容至刻度,摇匀,用 0. 22 Lm微孔

滤膜滤过,取续滤液 , 即得。

2. 3 系统适应性试验

分别吸取芦丁对照品溶液及供试品溶液各 10 L ,l

注入液相色谱仪。在此条件下, 芦丁峰达到基线分离,

理论板数以芦丁峰计不低于 3 000 (见图 1、2)。

图 1 芦丁对照品溶液 HPLC色谱图

图 2 莲子心供试品溶液 HPLC色谱图

2. 4 线性关系考察

分别精密吸取 / 2. 2. 10项下对照品溶液 2、6、10、

14、18 L l进样, 测定峰面积。以峰面积 Y为纵坐标,

进样量 X 为横坐标进行线性回归, 得回归方程为: Y=

2 @ 10
6
X + 393. 45, r= 0. 999 9, 线性范围为 0. 122 ~

11094 Lg。
2. 5 仪器精密度试验

分别精密吸取 / 2. 2. 10项下对照品液 10 L ,l连续进

样 6次,结果芦丁峰面积的平均值为 1 106 421, RSD=

0142%,表明仪器精密度良好。

2. 6 稳定性试验

取 / 2. 2. 20项下同一供试品溶液,室温下放置 , 分

别于 0、2、4、6、8、10 h进样 10 L,l 结果芦丁峰面积的

平均值为 1 119 035, RSD = 1. 09% ,表明稳定性良好。

2. 7 重复性试验

取莲子心粉末, 按 / 2. 2. 20项下方法操作, 平行制

备 6份供试品溶液,分别测定, 结果芦丁含量的平均值

为 0. 152% , RSD= 1. 14%,表明重复性良好。

2. 8 加样回收率试验

取芦丁含量为 0. 147% 的莲子心粉末约 1 g ( 6

份 ) ,精密称定,分别精密加入 7m l对照品贮备溶液, 按

/ 2. 2. 20项下方法操作,制备供试品溶液,依法测定, 计

算回收率的平均值为 100. 5% , RSD = 1. 72%, 结果见

表 1。

表 1 加样回收率试验结果

取样量

( g)

样品中芦丁含量

( m g)

加入量

( m g)

测得总量

( m g)

回收率

( % )

平均值

(% )

RSD

(% )

0. 982 1. 443 5 1. 418 2 2. 837 4 98. 32

1. 023 1. 503 8 1. 418 2 2. 962 5 102. 7

100. 5 1. 72
1. 014 1. 490 6 1. 418 2 2. 896 2 99. 15

0. 993 1. 459 7 1. 418 2 2. 875 4 99. 83

0. 997 1. 465 6 1. 418 2 2. 910 2 101. 8

0. 991 1. 456 8 1. 418 2 2. 887 0 100. 8

(下转第 15页 )
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3 讨论

3. 1 在进行样品含量均匀度时, 大多数质量标准都是

规定:将样品置研钵中, 加溶媒分次研磨后移入容量

瓶, 研钵用溶媒适量洗涤数次, 洗液并入容量瓶中充分

振摇,再用溶媒稀释至刻度,摇匀,滤过, 然后再进行下

一步的操作。这不仅费时费力,而且在转移过程中极

易造成样品的损失。本法对样品的处理方法则采用了

超声处理,对 3个厂家的样品分别试用超声处理 15、20

及 30 m in, 实验显示采用超声 30 m in的处理方法最接

近样品的含量测定结果, 所以本法采用了样品超声处

理 30 m in, 既操作简单且结果准确可靠。

3. 2 因维生素 B2在稀氢氧化钠溶液溶解,本法曾参考

文献 [ 3],试用 0. 01 mo l/L氢氧化钠溶液作为溶媒,但从

试验结果看出,测定波长的选择与药典标准不一致,且样

品的溶解情况及含量均匀度测定结果均未能达到实验要

求,为保证与现行药典标准规定的一致性和连贯性, 本

法采用了以冰醋酸、4%氢氧化钠及水 (按照 5B30B965

比例混合 )为溶媒, 以 444 nm为测定波长。

3. 3 我国药典规定, A + 1. 80S为药品含量均匀度结

果判定标准,如 A+ 1. 80S[ 15. 0, 即样品的含量均匀度

符合规定;若 A + S> 15. 0,则不符合规定;如 A + 1. 80S

> 15. 0, 且 A + S[ 15. 0,则应另取 20片 (个 )复试。本

组 3个厂家 5批样品的含量均匀度测定结果均符合规

定,但从实验结果可以看出, 相同品种不同厂家的维生

素 B2片的含量均匀度结果相差悬殊, 药品质量参差不

齐,且 5中国药典 62005年版及 2010年版对其都未作规

定,因此,建议其质量标准增加此项检查, 加强药品质

量控制。
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2. 9 样品测定

取收集的 4批样品, 每批取 3份, 按 / 2. 2. 20项下

制备供试品溶液, 精密吸取对照品溶液及供试品溶液

各 10 Ll注入高效液相色谱仪, 按外标法以峰面积计算

芦丁的含量。结果见表 2。

表 2 莲子心中芦丁的含量测定结果 (n= 3)

产地 含量 ( % ) RSD (% )

湖南湘潭 0. 139 1. 12

福建建宁 0. 152 0. 95

江西赣州 0. 142 1. 34

福建建瓯 0. 146 1. 27

3 讨论

3. 1 提取方法考察
以甲醇为提取溶剂, 并以提取液中芦丁的含量为

指标,比较了索氏提取、回流、超声 3种不同提取方法,

结果以回流提取效果最好。

3. 2 波长选择

芦丁对照品溶液在 210~ 400 nm扫描后, 发现有 2

个最大吸收峰,波长分别为 256、355 nm,但 256 nm处的

吸光度 > 355 nm,故选择 256 nm为芦丁的检测波长。

3. 3 流动相考察

水相单用水,芦丁峰会拖尾,加入 1%醋酸,峰反而

前沿。但在水中加 0. 1%的磷酸,峰形则变好, 对称因

子为 1. 03,芦丁峰达到基线分离,故本实验流动相确定

为甲醇 - 0. 1%磷酸水溶液 ( 40B60)。
3. 4 含量测定结果表明, 4批不同产地的莲子心药材

中芦丁的含量差异并不大。

3. 5 通过与对照品进行比对,从莲子心中只检测到芦

丁,并未检测到金丝桃苷和木犀草素。部分峰的全波长

扫描图谱显示,莲子心中仍含有多个具有黄酮特征吸收

的色谱峰,但具体为何种黄酮成分,尚需进一步研究。
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