抑乳调经颗粒含量测定方法的研究
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摘要：目的 通过定量测定抑乳调经颗粒中多种指标成分，公式评分法综合评价制剂的质量，进一步完善其质量标准。方法 采用高效液相色谱法（HPLC）对抑乳调经颗粒中君药成分水晶兰苷，臣药成分苔黑粉葡萄糖苷，佐药成分芍药苷，使药成分甘草苷，进行含量测定。结果 4种成分分别在2.156~53.9μg•mL-1（r=0.9999）,2.03~50.75μg•mL-1（r=0.9998），3.26~81.5μg•mL-1 (r=0.9999),1.42~35.5μg•mL-1（r=0.9999）范围内线性关系良好,加样回收率分别为100.32%，99.43%，101.61%，98.96%。结论 该方法准确可靠，能全面控制该颗粒的内在质量，可作为该颗粒的含量测定标准。
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Abstract: Objective To evaluate the quality control of YRTJ granule (monotropein, Orcinol glucoside, peoniflorin, Liquiritin) through the determination of multi-index components in the granule. Methods The contents of monotropein, Orcinol glucoside，peoniflorin and Liquiritin（on the composing principles of herbal prescriptions）in the granule were determined by HPLC, respectively. The granule quality was evaluated by formula scoring method．Resluts The calibration curves of monotropein, orcinol glucoside，peoniflorin and liquiritin were linear in the ranges of 2.156-53.9μg•mL-1（r=0.9999）,2.03~50.75μg•mL-1（r=0.9998），3.26-81.5μg•mL-1 (r=0.9999),1.42-35.5μg•mL-1（r=0.9999），respectively. Their average recoveries (n=9) were 100.32%,99.43%,101.61%,and 98.96%, respectively. Conclusion This method is accurate and reliable, can be used to the quality control of this granule．
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抑乳调经(YRTJ)颗粒是由巴戟天、仙茅、白芍、甘草制成的纯中药医院制剂，用于治疗高泌乳素血证，多囊卵巢综合症，高睾酮血证引起的催乳素异常增高等，具有显著的临床效果[1-2]。本实验组对YRTJ颗粒的大鼠入血成分进行超高压液相色谱-飞行时间质谱仪（UPLC-TOF-MS）分析，结果表明苔黑酚葡萄糖苷、芍药苷，甘草苷同为入血成分,本课题组前期研究证明芍药苷是体外药效学试验的物质基础。为对颗粒质量进行更加全面的控制，对颗粒中入血指标成分和巴戟天中环烯醚萜代表成分水晶兰苷进行提取和测定方法的探索性研究，采用高效液相方法（HPLC）进行含量测定，建立全面专属的颗粒含量测定方法，对该颗粒质量进行综合评价。
1材料
1.1药品及试剂  抑乳调经颗粒由南方医科大学南方医院药学部制备，批号分别为：20131203、20131204、20131206，各阴性颗粒均由本课题组自制；水晶兰苷对照品，批号:130527，广州齐云生物科技有限公司；苔黑酚葡萄糖对照品，批号：J0416AS,美仑生物科技有限公司；芍药苷标准品（批号：R737-N83T）、甘草苷标准品（批号：1H0N-TQUB），中国食品药品检定研究院；甲醇、乙腈，色谱纯，德国MERCK公司；磷酸及磷酸二氢钾，分析纯，天津市科密欧化学试剂有限公司。
1.2仪器  LC-20A高效液相色谱仪，日本岛津公司；phenomenon luna C18(250mm×4.6mm,5μm)，美国菲罗门仪器公司；雷磁PHS-3C型PH计，上海仪电科学仪器股份有限公司；CPA225D型电子天平，德国Sartorius公司；SK5200LH超声仪，上海科导超声仪器有限公司。
2 方法与结果
2.1对照品溶液制备
2.1.1水晶兰苷对照品溶液制备 取对照品水晶兰苷适量，精密称定，加50%甲醇溶解制成107.8μg•mL-1的对照品贮备液。精密取1mL至10mL容量瓶中，加50%甲醇溶液至刻度，摇匀，即得。
2.1.2苔黑酚葡萄糖苷对照品溶液的制备  取对照品苔黑酚葡萄糖苷适量，精密称定，加甲醇溶解制成105.1μg•mL-1的对照品贮备液。精密取1mL至10mL容量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，即得。
2.1.3.芍药苷和甘草苷混合对照品溶液制备  分别取芍药苷、甘草苷对照品适量，精密称定，加甲醇溶解制成含芍药苷163μg•mL-1，甘草苷71μg•mL-1混合对照品贮备液。精密取5mL至10mL容量瓶中，加甲醇至刻度，混匀，即得。
2.2供试品溶液制备
2.2.1水晶兰苷供试品溶液制备  取颗粒适量，研细，过60目筛，取约2g，精密称定，置锥形瓶中，精密加入50mL混合流动相（A∶B=5∶95）（A:0.1%磷酸水，B：甲醇），称质量，超声处理40min, 放冷，用混合流动相补足失量，摇匀，抽滤，取续滤液作为供试品溶液。
2.2.2苔黑酚葡萄糖苷供试品溶液制备 取颗粒适量，研细，过60目筛，称取约4g，精密称定，置于锥形瓶中，精密加入50mL 40%甲醇溶液，称质，超声处理40min, 放冷，用40%甲醇补足失量，摇匀，抽滤，取续滤液作为供试品溶液。
2.2.3芍药苷和甘草苷供试品溶液制备  取颗粒适量，研细，过60目筛，精密称取2g，精密加入50mL甲醇溶液，称质量，超声处理40min,放冷，用甲醇补足失量，摇匀，取续滤液作为供试品溶液。
2.3阴性溶液制备  按照处方组成及制备方法，分别制备缺巴戟天，仙茅，芍药，甘草的阴性样品，按照2.2项下方法制备。
2.4.色谱条件
2.4.1.水晶兰苷的测定  分析柱：phenomenon luna C18（250mm×4.6mm，5μm ）；保护柱：SecurityGuard Cartridges；柱温:30℃；流动相：A:甲醇;B:0.1%磷酸水;梯度洗脱:0～10min, 5%A；10min～12min, 5%～45%A; 12min～20min 45%A；20～22min , 45%～5%A; 22min～40min, 5%A。流速:0.8mL·min-1；检测波长:231nm; 进样量:20μL。在上述条件下，理论塔板数按照水晶兰苷计大于9000，分离度大于1.5，符合相关要求。见图1。
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图1水晶兰苷对照品（A）、巴戟天阴性供试品（B）和供试品溶液（C）HPLC图
Figure1 HPLC chromatograms of monotropein reference solution(A),morinda officinalis-negative sample solution (B),and sample solution (C)
2.4.2苔黑酚葡萄糖苷色谱条件  色谱条件:分析柱：phenomenon luna C18（250mm×4.6mm，5μm ）；保护柱：SecurityGuard Cartridges；柱温：30℃；流动相：A:甲醇; B:0.05 mol·L-1磷酸二氢钾缓冲溶液（pH=2.5）; 梯度洗脱：0～17min,14%A；17～19min, 14%～45%A; 19min～29min，45%A；29～31min, 45%～14%A;31min～45min,14%A)流速：1mL·min-1；检测波长:216nm;进样量:20μL. 理论塔板数按照苔黑酚葡萄糖苷计大于5000，分离度大于1.5，符合相关要求。见图2。
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图2 苔黑酚葡萄糖苷（A）、仙茅阴性供试品(B)和供试品溶液（C）HPLC图
Figure2 HPLC chromatograms of orcinol glucoside reference solution(A), curculigo orchioides-negative sample solution (B),and sample solution (C)

2.4.3.芍药苷和甘草苷色谱条件  分析柱：phenomenon luna C18（250mm×4.6mm，5μm ）；保护柱：SecurityGuard Cartridges；柱温：30℃；流动相：A:乙腈; B:0.1%磷酸溶液; 梯度洗脱：0～17min,18%A;17～19min, 18%～45%A; 19～29min,45%A；29～31min ,45%～18%A; 31min～45min,18%A); 流速:1mL·min-1；检测波长:231nm;进样量:20μL。 理论塔板数按照芍药苷和甘草苷计大于5000，分离度大于1.5，符合相关要求。见图3。
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A.芍药苷；B.甘草苷；C.芍药苷和甘草苷的混合对照品溶液；D.芍药阴性供试品；E.甘草阴性供试品；F.供试品溶液

图3  抑乳调经颗粒各成分的HPLC图
Figur3 HPLC chromatograms of peoniflorin reference solution(A), liquiritin reference solution(B),mixed references solution of peoniflorin and liquiritin(C), Radix Paeoniae Alba-negative sample solution (D), radix glycyrrhizae-negative sample solution(E) and sample solution (F)

2.5方法学考察
2.5.1线性范围考察 分别精密吸取各组对照品储备液1～10mL，用各组溶剂稀释2～50倍,共7组稀释液，进样，以对照品的峰面积（X）对应的含量（Y）进行线性回归，绘制水晶兰苷、苔黑酚葡萄糖苷、芍药苷、甘草苷的回归方程。见表1。
	表1抑乳调经颗粒中四种成分的线性方程和线性范围
Table 1 Linear equations and linear ranges of four components in YRTJ granule

	成分
	回归方程
	R
	线性范围/μg•ml-1

	水晶兰苷
	Y=3.1617·10-5X-9.6274·10-2
	0.9999
	2.156～53.9

	苔黑酚葡萄糖苷
	Y=2.7408·10-5X-0.3756
	0.9998
	2.03～50.75

	芍药苷
	Y=3.7416·10-5 X-0.1626
	0.9999
	3.26～81.5

	甘草苷
	Y=1.9147·10-5 X-9.5231·10-5
	0.9999
	1.42～35.5


2.5.2精密度实验 分别精密吸取20131203批样品的3种不同供试品溶液20μL，在相应色谱条件下连续进样5次，测得水晶兰苷、苔黑酚葡萄糖苷、芍药苷、甘草苷的峰面积的RSD分别为0.19%，0.46%，1.01%，1.02%。表明精密度良好。
2.5.3 稳定性试验 取20131203批样品的3种不同供试品溶液，于0 , 1, 2, 4, 8, 10, 12h分别在相应色谱条件下进样20μL，测得水晶兰苷，苔黑酚葡萄糖苷，芍药苷，甘草苷峰面积的RSD分别为0.42%，0.78%，1.22%，0.91%。结果表明供试品溶液中上述4个成分在12 h内稳定性良好。
2.5.4重复性试验  取20131203批样品，精密称定, 按2. 2项下方法分别平行制备5组供试品溶液，分别在相应色谱条件下进样20μL进行测定。计算水晶兰苷，苔黑酚葡萄糖苷，芍药苷，甘草苷，其RSD分别为1.81%，0.68%，1.47%，0.69%。说明方法重复性良好。
2.5.5 加样回收率试验  取已知量 (水晶兰苷 0.2107mg·g-1，苔黑酚葡萄糖苷0.2349 mg•g-1，芍药苷3.433 mg•g-1，甘草苷0.6376 mg•g-1) 20131203批样品，9份，分别按照80%,100%,120%3个浓度，加入适量水晶兰苷，苔黑酚葡萄糖苷，芍药苷，甘草苷对照品，按2. 2 项下方法分别制备供试溶液，在相应色谱条件下进行测定，计算回收率。结果上述4个成分的平均回收率（n=9）分别为100.32%，99.43%，101.61%，98.96%，RSD分别为1.02%，1.03%，1.10%，1.46%。
2.5.6样品测定 取三个批次抑乳调经颗粒样品，精密称定，分别按2.2项下方法制备供试品溶液，在各自色谱条件下分别进样20μL，记录水晶兰苷，苔黑酚葡萄糖苷，芍药苷，甘草苷面积，由外标法各自含量，并运用综合评分法中进行分析[2]。先将各指标进行规格化，Y=(X－Xmin)/（Xmax－Xmin)×10（X为某物质的含量测定结果，Y为计算分值)。在该试验中根据君臣佐使地位的区别,对于君药成分水晶兰苷（Y1），加权系数为0.4；臣药成分苔黑酚葡萄糖苷（Y2），加权系数为0.3;对于佐药成分芍药苷（Y3），加权系数为0.2；使药成分甘草苷（Y4），加权系数为0.1。综合评分结果公式为W(W为综合评分值)=Y1×0.4+Y2×0.3+ Y3×0.2+Y4×0.1。见表2。
	表2 抑乳调经颗粒含量测定结果（n=3)和公式评分法数据

	Table 2 Determination results of samples and date of formula scoring method in YRTJ granule

	批号
	水晶兰苷
	苔黑酚葡萄糖苷
	芍药苷
	甘草苷
	综合评分

	
	含量/mg·g-1
	Y1
	含量/mg·g-1
	Y2
	含量/mg·g-1
	Y3
	含量/mg·g-1
	Y4
	W

	20131203
	0.2107±0.0030
	10
	0.2349±0.0017
	10
	3.4330±0.0385
	0
	0.6376±0.0102
	0
	7

	20131204
	0.2035±0.0031
	2.8
	0.2092±0.0001
	0
	3.4594±0.0086
	1.7
	0.6407±0.0024
	1
	1.56

	20131206
	0.2007±0.0032
	0
	0.2111±0.0010
	7.4
	3.5896±0.0479
	10
	0.6685±0.0073
	10
	5.22


3讨论 
中药的药效是多种物质共同作用的结果，以单一物质的含量来评价其质量的优劣不能够反映药物发挥作用的整体性。本实验同时测3批颗粒中4种代表性成分的含量作为评价指标，并根据其重要性选择不同的加权值，采用公式评分法对结果进行量化，从而可以方便地将不同性质的指标转变成类型相同的数值，使数据计算和结果分析更加简便客观。
YRTJ颗粒组方中君药为巴戟天，在2010年版中国药典一部[3]中规定检测指标为耐斯糖，检测器为旋转蒸发光检测器。在生产检测中，蒸发光检测器的普及程度较紫外检测器差，查阅相关文献[4-5]巴戟天中环烯醚萜类成分含量丰富，药理作用明显，其中以水晶兰苷为典型代表，故选定其含量测定的指标成分。臣药仙茅在2010年中国药典一部中检测指标为仙茅苷[6]，而在YRTJ颗粒和复方饮片煎煮液中均无法检测到仙茅苷，由于中药成分的复杂性，推测其可能与其他成分反应或者提取过程中分解。而根据本实验课题组YRTJ颗粒的大鼠入血成分超高压液相色谱-飞行时间质谱仪（UPLC-TOF-MS）的结果分析，苔黑酚葡萄糖为仙茅的入血成分，同时查阅相关文献[7-8]，苔黑酚葡萄糖苷在仙茅中含量稳定，药效显著，故选定其为含量测定的指标成分。
在现有文献[4-5]中，巴戟天中水晶兰苷的提取多为70%～80%的甲醇或乙醇超声或回流提取，但在探索性实验中均无法检测到水晶兰苷，说明制成复方颗粒后提取溶液极性对提取结果有较大影响。而在前期的试验研究[9]中，提取方法为超声提取40min。为探索适合极性的提取溶液，配制不同浓度的甲醇溶液（20%，40%，60%，80%，100%）,同时考察提取溶液体积（30ml,50ml,70ml），对水晶兰苷，苔黑酚葡萄糖苷，甘草苷的提取效果的影响。试验结果表明，50mL40%甲醇溶液对苔黑酚葡萄糖的提取效果最好；50mL的100%甲醇溶液对芍药苷和甘草苷的提取效果最好，但检测到水晶兰苷含量较低，同其他峰的分离度差，其含量随着甲醇浓度的增加而减少，说明甲醇溶液对颗粒中水晶兰苷的提取效果较差。试用水晶兰苷的流动相对其进行提取，水晶兰苷同其他峰的分离度好，分别对流动相提取液的使用体积（50ml,100mL）和提取次数（1次，2次）进行考察，在50mL提取1次时即可将颗粒中水晶兰苷全部溶出，故选定50mL流动相超声提取1次。
选择苔黑酚葡萄糖的流动相时，根据文献[7-8]报道，曾使用过甲醇-水，甲醇-磷酸水等，但是分离效果都较差，有明显的拖尾现象。在试验中，采用磷酸分别对0.05 ，0.1mol•L-1磷酸二氢钾溶液调节pH至2, 2.5, 3，3.5, 4作为水相，进行分离度和对称性考察。结果表明，pH=2.5的0.05mol•L-1的磷酸盐缓冲液的条件下，分离度和对称性得到显著改善，通过进一步调整流动相比例，得到最佳比例为14∶86。故选用甲醇∶0.05mol•L-1磷酸二氢钾缓冲溶液（pH=2.5）=14∶86作为流动相进行梯度洗脱。
本实验同时测3批有效成分含量，采用综合评分法对结果进行量化，从而可以方便地将不同性质的指标转变成类型相同的数值，再将这些数值加权计算，得到综合评分，使数据计算和结果分析更加简便客观更能体现抑乳调经颗粒发挥作用的整体性[10-11]。
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