
表明 ,缓释微丸的外观、含量、有关物质和体外释放

度与 0 d相比基本保持稳定。

3　讨论

3. 1　速释微丸的溶出 　将速释微丸 (相当于含氧

氟沙星 100 mg)灌装胶囊 ,采用中国药典 [ 5 ]
,以 900

mL经脱气的纯化水为溶出介质 ,转速为 50 r·

m in - 1 ,温度为 (37 ±0. 5 )℃,依法操作 ,进行溶出度

试验 ,与市售氧氟沙星胶囊对比 ,结果见表 8。
表 8　速释微丸与市售胶囊的溶出度对比

Tab 8　D issolution between the fast2release pellets and commer2
cial cap sules

样品
溶出度 /%

5 m in 10 m in 20 m in 30 m in

速释微丸 20. 68 53. 77 85. 94 96. 79
市售胶囊 18. 54 49. 86 83. 71 95. 37

　　根据微丸释药的叠加原则 [ 6 ] ,缓释微丸的释药

行为是速释微丸和包衣微丸的释药行为总和 ,速释

微丸的存在能够使缓释微丸达到在体内迅速释药 ,

很快到达有效治疗浓度从而发挥药效的目的。从表

8可见 ,速释微丸与市售胶囊的释放速度相当 ,符合

速释微丸的设计要求。

3. 2　热处理对包衣微丸衣膜的影响　本实验采用

聚合物水分散体包衣技术制备氧氟沙星缓释微丸。

由于水分散体中聚合物是以胶态粒子形式存在 ,因

此成膜机制与传统的有机溶剂包衣方法有显著区

别。水分散体包衣成膜时必须经过膜愈合过程 ,使

聚合物粒子相互融合才可形成连续的衣膜 ,膜愈合

往往随包衣过程进行 ,但大多数水分散体包衣结束

之后衣膜尚未愈合完全 ,通常采用包衣后进行热处

理促使衣膜进一步愈合 [ 7 ]。

本实验考察了 60 ℃条件下热处理不同时间对

缓释微丸释放度的影响 ,结果表明随着热处理时间

的延长 ,缓释微丸的释药速率趋于减慢 , 18 h后稳

定 ,说明衣膜愈合完全。

3. 3　稳定性 　本缓释微丸经过影响因素、加速试

验和长期试验稳定性试验 ,结果表明缓释微丸在模

拟市售包装的条件下 ,外观、含量、有关物质和释放

度等指标均保持稳定 ,说明制备工艺可靠 ,质量可

控。

缓释微丸是一种剂量分散型制剂 ,与缓释片相

比则具有提高药物在胃肠道表面分布的面积进而提

高生物利用度 ,不受食物输送节律的影响 ,批间差异

小 ,工艺更加稳定等优点 [ 8 ]。本实验采用聚合物水

性包衣技术 ,成功研制了氧氟沙星缓释微丸 ,水性包

衣技术具有防燃防爆 ,操作安全 ,降低成本 ,减少污

染等传统有机溶剂包衣技术所不具备的优势 ,近年

来在国内外制药工业中的应用日益广泛。
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高效液相色谱法测定翼首草中齐墩果酸和熊果酸的含量
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[摘要 ]　目的 :建立用高效液相色谱法同时测定翼首草药材中齐墩果酸和熊果酸的含量。方法 :色谱柱为 Phenomenex Kro2
masil ODS2C18 (5μm, 250 mm ×4. 6 mm) ; 流动相为甲醇 20. 1%磷酸 (85∶15 ) ;流速 1. 0 mL·m in - 1 ;柱温 30 ℃; 检测波长 215

nm。结果 :在上述色谱条件下翼首草中的齐墩果酸、熊果酸可完全分离 ,齐墩果酸、熊果酸的含量分别为 10. 6 , 38. 16 mg·g - 1。

结论 :该方法操作简便快速、结果可靠、重复性好 ,可为有效控制翼首草药材及其制剂的质量提供依据。

[关键词 ]　翼首草 ;高效液相色谱法 ;齐墩果酸 ;熊果酸
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D eterm ina tion of oleanolic ac id and ursolic ac id in Y ishoucao by HPLC
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ABSTRACT:O BJECT IVE　To establish a method for determ ination the content of oleanolic acid and ursolic acid in Yishoucao by

HPLC. M ETHOD S　Phenomenex Kromasil ODS2C18 ( 250 mm ×4. 6 mm, 5μm ) ; was used the mobile phase consisted of methanol2

0. 1% H3 PO4 (85∶15) column temperature was 30 ℃; The flow rate was 1. 0 mL·m in - 1 , and the UV detection wavelength was at 215

nm. RESUL TS　The content of oleanolic acid and ursolic acid in Yishoucao by HPLC were 1. 06% and 3. 81%. CO NCL US IO N　

The method is simp le, accurate, rap id, reliable and rep roducible, and can be used to control the quality of Yishoucao effectively.

KEY WO RD S: Yishoucao; HPLC; oleanolic acid; ursolic acid

　　藏药翼首草为川续断科植物匙叶翼首花 P tero2
cepha lus hookeri (C B Clarke) Hoeck的干燥全草 ,藏

名又称榜孜毒乌。其性寒味苦 ,具有清热解毒 ,祛风

通痹的作用 ,民间常用于治疗感冒发烧、痹症、痢疾、

风湿性关节炎等症 [ 1 ]。翼首草不仅是《中华人民共

和国卫生部药品标准 (藏药 ) (第一册 )》中单独列出

的一种藏药材而且还是一些藏药制剂如迏斯玛保

丸、十二味奇效汤散、二十五味余甘子丸等的组成成

分之一。目前 ,有关翼首草的化学成分的报道较多

并指出其成分主要是三萜皂苷及其苷元齐墩果酸、

熊果酸等 [ 2 ]。齐墩果酸不仅具有保肝、护胃、强心、

抗心律失常、降血糖、降血脂、抗高血压的生物活性

外 ,还具有抗炎、抗病毒、免疫凋节、抑制血小板聚集

和抗过氧化等多种药理作用 [ 3 ]。熊果酸具有镇静、

抗炎、抗菌、抗糖尿病、降血糖、抑制癌细胞和肿瘤细

胞等作用 [ 4 ]。库进良等 [ 5 ]曾测定了翼首草根中熊

果酸的含量 ,但未对翼首草全草及其另一有效成分

齐墩果酸做含量测定。本实验采用高效液相色谱法

建立了同时测定翼首草全草药材中齐墩果酸和熊果

酸含量的方法 ,为进一步有效控制翼首草药材及其

制剂的质量提供依据。

1　材料

W aters600E高效液相色谱仪 (二元梯度 515

泵、智能柱温箱、二极管阵列 2996检测器、化学工作

站等 ) ;齐墩果酸对照品 (中国药品生物制品检定

所 ,批号 1107092200304 ,供含量测定用 ) ;熊果酸对

照品 (中国药品生物制品检定所 ,批号 1107422
200415 ,供含量测定用 ) ;甲醇为色谱纯 ;水为纯化

水 ;其余试剂均为分析纯 ; 翼首草全草药材采自青

海省大通县 ,由本实验室梅丽娟高级工程师鉴定为

匙叶翼首花 P terocepha lus hookeri ( C B Clarke) Ho2
eck。

2　方法与结果

2. 1 　色谱条件 　色谱柱 : Phenomenex Kromasil

ODS2C18 (250 mm ×4. 6 mm, 5μm ) ; 流动相 : 甲醇 2
0. 1%磷酸 (85∶15 ) ;流速 : 1. 0 mL·m in

- 1
; 柱温 : 30

℃; 检测波长 : 215 nm。

2. 2　对照品溶液的制备 　分别精密称取齐墩果

酸、熊果酸对照品 ,用甲醇超声溶解配成含 1. 6 g·

L - 1齐墩果酸、1. 0 g·L - 1熊果酸的混合对照品溶液。

2. 3　供试品溶液的制备 　精密称取翼首草药材

0. 5 g (过 4号筛 )置于具塞三角瓶中 ,加入 25 mL甲

醇 ,密塞 ,称定重量。超声处理 30 m in,放冷 ,用甲醇

补足减失的重量 ,摇匀 ,滤过。精密量取续滤液 5

mL,定容至 10 mL量瓶中。过 0. 45μm微孔滤膜后

作为供试品溶液。

2. 4　线性关系考察　精密量取上述对照品混合溶

液 0. 04 , 0. 4 , 0. 8 , 1. 2 , 1. 6 , 2. 0 mL至 2 mL量瓶中 ,

用甲醇稀释至刻度 ,摇匀。各取上述溶液 10μL注

入高效液相色谱仪 ,色谱图见图 1 ,记录峰面积 ,以

对照品浓度为横坐标 ,峰面积为纵坐标 ,绘制坐标曲

线。结果表明齐墩果酸在 0. 032～1. 6 g·L - 1 ,熊果

酸在 0. 02～1. 0 g·L - 1线性关系良好 ,其回归方程分

别为齐墩果酸 : Y = 2 984 002X - 881 ( r =

0. 999 96 ) ,熊果酸 : Y = 1983 096X - 801 ( r =

0. 999 98 )。

2. 5　精密度试验　分别精密吸取上述混合对照品

溶液 10μL,按上述色谱条件连续进样 5次 ,分别记

录齐墩果酸、熊果酸的峰面积。计算 RSD分别为

1. 28%和 0. 96% ,表明仪器精密度良好。

2. 6　重复性试验　按样品溶液制备方法处理同一

样品 5份 ,各吸取 10μL,按上述色谱条件测定 ,分

别记录齐墩果酸、熊果酸的峰面积。计算 RSD分别

为 1. 64%和 1. 35% ,实验方法的重复性良好。
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图 1　HPLC图谱

A.对照品 ; B.样品 ; 1 2齐墩果酸 ; 2 2熊果酸
Fig 1　HPLC chromatogram s

A. Reference substances; B. samp le; 1 2oleanolic acid; 2 2 ursolic acid

2. 7　稳定性试验　取同一供试品溶液分别在 0 , 2 ,

4 , 8 , 16 h按上述色谱条件测定 ,分别记录齐墩果

酸、熊果酸的峰面积 ,计算各共有峰的相对保留时间

和相对峰面积。结果表明 ,各共有峰相对保留时间

和相对峰面积稳定 ,计算 RSD分别为 1. 79%和

1. 06% ,表明样品溶液至少在 16 h内稳定。

2. 8　加样回收率试验　称取 5份已知含量的翼首

草药材各 0. 5 g,精密称定。分别精密加入含 1. 6 g·

L
- 1齐墩果酸、1. 0 g·L - 1熊果酸的混合对照品溶液

1. 0 mL。5份样品按供试品溶液的制备方法处理 ,

依上述色谱条件方测定 ,计算回收率。结果见表 1。
表 1　回收率试验结果 ( n = 5 )

Tab 1　The results of the recovery test( n = 5)

化合物
序
号
加入量

/mg
回收量

/mg
回收率

/%
平均值

/%
RSD
/%

齐墩果酸 1 1. 600 1. 582 98. 87
2 1. 600 1. 574 98. 37
3 1. 600 1. 580 98. 75 99. 02 1. 18
4 1. 600 1. 590 99. 37
5 1. 600 1. 596 99. 75

熊果酸 1 1. 000 1. 002 100. 20
2 1. 000 1. 010 101. 00
3 1. 000 1. 011 101. 10 101. 02 0. 98
4 1. 000 1. 013 101. 30
5 1. 000 1. 015 101. 50

2. 9　样品含量测定 　精密吸取供试品溶液各 10

μL注入液相色谱仪中 ,按上述色谱条件测定 ,测得

峰面积 ,代入回归方程。计算翼首草药材中齐墩果

酸、熊果酸的含量。测得翼首草药材中齐墩果酸、熊

果酸的含量分别为 10. 6 , 38. 16 mg·g- 1 ( n = 5 )。

3　讨论

3. 1　提取溶剂和方法的选择 　提取齐墩果酸、熊

果酸的溶剂主要有氯仿、乙醇、乙醚 ,提取方法有超

声法、索式提取法、回流提取法 [ 628 ]。本实验以 80%

的乙醇做溶剂 ,用超声法、索式提取法、回流提取法

对其进行了提取并做了含量测定 ,结果表明超声法

效果最好。同时 ,我们又分别用氯仿、80%乙醇、

95%乙醇、乙醚、甲醇做溶剂超声提取样品 ,甲醇定

容后测定齐墩果酸和熊果酸的含量 ,其齐墩果酸的

含量分别 0. 94% , 0. 97% , 0. 93% , 1. 06% ,熊果酸的

含量分别为 2. 89% , 3. 53% , 3. 43% , 3. 81%。甲醇

超声提取效果最好。本着准确、简便、快速的原则 ,

本试验采用了甲醇超声提取法。

3. 2　色谱条件的优化 　齐墩果酸、熊果酸同为三

萜类化合物 ,互为同分异构体 ,极性相近 ,故要把二

者很好的分开 ,色谱条件尤为重要。我们考察了齐

墩果酸和熊果酸在 190～400 nm波长下的紫外吸收

情况 ,结果在 205 nm处有最大吸收 ,但在此处基线

不稳定 ,为了使基线稳定 ,选择了 215 nm做为检测

波长。测定齐墩果酸、熊果酸所用的流动相有甲醇 2
水 2冰醋酸、甲醇 2四丁基溴化铵 -三乙胺和甲醇 2水 2
冰醋酸 2三乙胺系统等 [ 528 ]

,本实验通过摸索甲醇与

不同浓度的磷酸溶液按一定比例混合作为流动相 ,

考察其分离度 ,结果以甲醇 20. 1%磷酸为流动相 ,流

速 1. 0 mL·m in - 1 ,柱温 30 ℃的色谱条件下样品中齐

墩果酸和熊果酸能达到良好的分离 ;故本试验最终

确定此色谱条件。

3. 3　样品测定结果 　结果表明 ,翼首草全草中熊

果酸含量明显高于库进良等 [ 5 ]曾测定的其根中熊

果酸含量。但因本实验样本偏少 ,要对翼首草全草

中齐墩果酸和熊果酸的含量控制做出最低限度规

定 ,还需进一步增加样本量。

本实验建立了翼首草药材中齐墩果酸、熊果酸

的 HPLC含量测定方法。该方法操作简便、结果可

靠、重复性好 ,可为控制翼首草药材及其制剂的质量

提供依据。
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