HPLC法测定“黄芩-黄连”药对提取物中黄芩4种成分含量
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摘要： 目的 采用高压液相色谱法（HPLC）测定“黄芩-黄连”药对中黄芩4种有效成分（黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素）。方法 采用Hypersil ODS2-C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-0.3%磷酸三乙胺，梯度洗脱，流速1.0 mL•min-1，检测波长280 nm，柱温30 ºC。结果 黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素和汉黄芩素在0.048～0.288 mg•mL-1、0.056～0.336 mg•mL-1、0.042～0.254 mg•mL-1和0.0466～0.2795 mg•mL-1范围线性关系良好，平均回收率分别为100.01%、99.99%、99.64%、99.79%，RSD 分别为 1.20%、0.80%、1.04%、0.94%。结论 该方法简便，结果准确可靠，可作为“黄芩-黄连”药对提取物的质量控制标准。 
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HPLC determination of 4 constituents of Scutellaria baicalensis Georgi in combination extracts of scutellaria-coptis herb couple
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ABSTRACT: Objective To establish an HPLC method for the determination of 4 constituents of Scutellaria baicalensis Georgi in combination extracts of scutellaria-coptis herb couple. Methods The determination was analyzed by Hypersil ODS2-C18 colomns with acetonitrile-0.3% phosphoric acid-triethylamine at gradient elution program as mobile phase with flow rate of 1.0 mL•min-1, and the detection wavelength was set at 280 nm. Results The method showed a good linearity over the range of 0.048～0.288 mg•mL-1, 0.056～0.336 mg•mL-1, 0.042～0.254 mg•mL-1, 0.0466～0.2795 mg•mL-1 for baicalin, wogonoside, baicalein, wogonin. The average recovery was 100.01%、99.99%、99.64%、99.79% with relative standard deviation of 1.20%、0.80%、1.04%、0.94%, respectively. Conclusion The developed method provides a scientific basis for quality assessment of combination extracts of scutellaria-coptis herb couple．
Keywords: scutellaria-coptis herb couple; high pressure liquid chromatography (HPLC); content determination; Scutellaria baicalensis Georgi; constituents
2型糖尿病(T2DM)属中医“消渴病”范畴，其中医病机主要为燥热，治疗上以清热为基本治则。“黄芩-黄连”药对出自《伤寒论》，目前已成为临床最为常用的清热解毒药对之一。黄芩味苦，性寒，可清热燥湿、泻火解毒。黄连味苦、性寒，可清热泻火；可用于治疗消谷善饥、口干口渴等症。中医认为，黄芩、黄连二药参合，清热燥湿，泻火解毒，效果益彰；主治痈肿疗疮、糖尿病等症[1]。动物试验表明，“黄芩-黄连”药对及其主要成分具有降血糖作用[2]。黄芩含多种活性成分，主要为黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素等，黄芩苷可改善实验性T2DM大鼠的胰岛素抵抗(IR)[3]。本研究建立高效液相色谱法(HPLC)测定“黄芩-黄连”药对提取物中黄芩4种主要有效成分含量，可为该药对提取物质量综合评价提供依据，为后续药理学研究提供作用物质基础。

1材料

1.1药品和试剂  黄连、黄芩饮片,经江西中医药大学邓可众副教授鉴定，分别为黄连( Coptis chinensis Franch．)的干燥根茎和黄芩（Scutellaria baicalensis Georgi）的干燥根；对照品黄芩苷(批号：110715－201117)、黄芩素(批号：111595-201306)、汉黄芩素(批号：111514－201304)，中国食品药品检定研究院；汉黄芩苷(批号：10183-201404)，纯度为98%，南昌贝塔生物科技有限公司；甲醇、乙腈为色谱纯，德国Merck；水是去离子水。

1.2仪器 安捷伦（Agilent）1260 型高效液相色谱仪，配置四元梯度泵、在线脱气机、LC-1260 色谱工作站，美国安捷伦公司；Satorius电子天平，北京赛多利斯仪器系统有限公司。

2方法与结果

2.1 “黄芩-黄连”药对提取物制备  取黄芩、黄连饮片，粉碎，过20目筛，干燥后分别称取黄芩、黄连各50 g，按1:10（g:mL）加水，浸泡30 min后煎煮60 min，趁热过滤。药渣加8倍的水再提取1 h，合并2次提取液，静置至室温，3000 r·min-1离心10 min，上清液70 ℃减压浓缩，浓缩至稠膏，各稠膏真空干燥至恒质量，即得“黄芩-黄连”药对提取物，备用。

2.2 对照品溶液制备  精密称取黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素标准品5.76，6.72，5.08，5.59，5.48 mg，分别置于10 mL 棕色容量瓶中，用甲醇定容至刻度，摇匀，即得。

2. 3 黄芩混合对照品溶液制备 分别精密量取黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素对照品储备液400 µL，制成混合对照品溶液。
2.4 供试品溶液制备  取“黄芩-黄连”药对提取物大约0.08g，精密称定，置具塞锥形瓶中，加入14 mL 70%乙醇，称质量，超声1 h，放冷后再称质量，然后用70%乙醇补足减少的质量，摇匀，用0.45 µm滤膜过滤，既得续滤液。

2.5 色谱条件及系统适应性  参照文献方法[4-5]，稍作改进。采用Hypersil ODS2-C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 µm），以乙腈( B)-0.3%磷酸三乙胺(D)为流动相，梯度洗脱( 0～20 min，13% B→18% B，87% D→82% D；20～40 min，18% B→20% B，82% D→80% D；40～60 min，20% B→20% B，80% D→80% D；60～75 min，20% B→25% B，80% D→75% D；75～90 min，25% B→30% B，75% D→70% D；90～105 min，30% B→35% B，70% D→65% D)，流速1.0 mL•min-1， 检测波长 280 nm，柱温30 ℃，在上述色谱条件下，理论塔板数以黄芩苷计不低于35000，分离度＞1.5，见图 1。
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混合对照品溶液
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药对提取物供试品溶液
1． 黄芩苷(baicalin)； 2．汉黄芩苷(wogonoside) ；3．黄芩素(baicalein) ；4．汉黄芩素(wogonin)
图1空白溶剂、混合对照品及“黄芩-黄连”药对提取物HPLC图

Figure 1 HPLC chromatograms of blank solvent, mixture solution of standards and testing solution of combination extracts of scutellaria-coptis herb couple
2.6 线性关系的考察 精密分别称取黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素标准品5.76，6.72，5.08，5.59mg，分别置于10 mL 棕色容量瓶中，用甲醇定容至刻度，摇匀，即得标准母液。分别精密吸取一定量的标准母液，用甲醇逐级稀释至黄芩苷浓度梯度分别为：0.048，0.0576，0.072，0.096，0.144，0.288 mg•mL-1；汉黄芩苷为0.056，0.0672，0.084，0.112，0.168，0.336 mg•mL-1；黄芩素为0.042，0.0508，0.0635，0.0847，0.127，0.254 mg•mL-1；汉黄芩素为0.0466，0.0559，0.070，0.093，0.140，0.2795 mg•mL-1 的标准品溶液，摇匀密封保存。按照10 μL进样量进样，记录峰面积。以标准品吸收峰面积（Y）为纵坐标，浓度（X）为横坐标，绘制标准曲线。黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素分别在 0.048～0.288 mg•mL-1、0.056～0.336 mg•mL-1、0.042～0.254 mg•mL-1、0.0466～0.2795 mg•mL-1浓度范围内呈现良好的线性关系。得回归方程见表1。
表1 黄芩中4种有效成分的标准曲线方程、相关系数及线性范围

Table 1 Regression equations，correlation coefficients，and linear ranges of four compounds of Scutellaria baicalensis Georgi in combination extracts of scutellaria-coptis herb couple
	有效成分
	标准曲线方程
	R2
	线性范围/ mg•mL-1

	黄芩苷
	Y= 3.8561×104X-456.2368
	0.9958 (n=7)
	0.048～0.288 

	汉黄芩苷
	Y=4.0219×104X-417.6287
	0.9970 (n=7)
	0.056～0.336 

	黄芩素
	Y= 3.7803×104X-250.1970
	0.9958 (n=7)
	0.042～0.254 

	汉黄芩素
	Y= 5.9610×104X+57.0598
	0.9982 (n=7)
	0.047～0.280


2.7 稳定性试验  精密吸取同一供试品溶液各10 μL，按本篇〔样品测定〕项下方法操作，按0，2，4，6，8，12 h 时间间隔分别进样，测定色谱峰面积，测得峰面积积分值，黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素峰面积值的 RSD 值分别为1.3%、1.2%、1.5%、1.3%，试验结果表明，样品供试液在 12 h内稳定性良好。

2.8 精密度试验 取同一供试品溶液，分别精密吸取10 μL，连续进样5 次，测定谱峰面积，黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素峰面积值的 RSD 值分别为 1.1%、1.5%、1.4%、1.8%，试验结果表明，精密度良好。
2.9 重复性考察 取“黄芩-黄连”药对提取物 5 份，按供试品溶液制备方法制备，分别进样 10 μL 进行测定，测定峰面积值。结果样品中黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素峰面积值的 RSD 值分别为1.6%、1.4%、1.7%、1.9%。
2.10 加样回收率试验 参照文献方法[6]，稍作改进。精密称取 2.3项配置的黄芩苷供试品溶液、汉黄芩苷供试品溶液、黄芩素供试品溶液及汉黄芩素供试品溶液各 6 份，每份约为0.08g，每两份分别精密加入含量为 0.08g的供试品中黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素及汉黄芩素含量的80%、100%、120%的上述配置的黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素及汉黄芩素对照品。其他步骤按供试品溶液制备方法制备，按本篇[含量测定]方法操作，计算得黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素平均回收率分别为100.01%、99.99%、99.64%、99.79%，其RSD 分别为 1.20%、0.80%、1.04%、0.94%。见表 2～表5。

表 2 黄芩苷加样回收试验结果（n=6）
Table 2 Results of recovery test of baicalin
	编号
	供试品加入量/g
	供试品含黄芩苷量/mg
	加入黄芩苷量/mg
	测定黄芩苷量 /mg
	回收率/%
	平均回收率/%
	RSD/%

	1
	0.081
	1.729
	1.383
	3.116
	100.13
	
	

	2
	0.083
	1.772
	1.418
	3.258
	102.13
	
	

	3
	0.086
	1.836
	1.836
	3.631
	98.88
	
	

	4
	0.082
	1.751
	1.751
	3.494
	99.77
	100.01
	1.20

	5
	0.084
	1.793
	2.152
	3.901
	98.88
	
	

	6
	0.082
	1.751
	2.101
	3.861
	100.23
	
	


表3汉黄芩苷加样回收试验结果（n=6）

Table 3 Results of recovery test of wogonoside

	编号
	供试品加入量/g
	供试品含汉黄芩苷量/mg
	加入汉黄芩苷量/mg
	测定汉黄芩苷量 /mg
	回收率/%
	平均回收率/%
	RSD/%

	1
	0.082
	0.560
	0.448
	1.020
	101.19 
	
	

	2
	0.081
	0.553
	0.442
	0.994
	99.90 
	
	

	3
	0.084
	0.573
	0.573
	1.150
	100.35 
	
	

	4
	0.085
	0.580
	0.580
	1.159
	99.91 
	99.99 
	0.80 

	5
	0.084
	0.573
	0.688
	1.245
	98.73 
	
	

	6
	0.083
	0.566
	0.680
	1.244
	99.84 
	
	


表4黄芩素加样回收试验结果（n=6）
Table4 Results of recovery test of baicalein
	编号
	供试品加入量/g
	供试品含黄芩素量/mg
	加入黄芩素量/mg
	测定黄芩素量 /mg
	回收率/%
	平均回收率/%
	RSD/%

	1
	0.083
	0.143
	0.115
	0.260
	100.78 
	
	

	2
	0.085
	0.147
	0.117
	0.266
	100.76 
	
	

	3
	0.084
	0.145
	0.145
	0.288
	99.31 
	
	

	4
	0.082
	0.142
	0.142
	0.280
	98.59 
	99.64 
	1.04 

	5
	0.082
	0.142
	0.170
	0.307
	98.40 
	
	

	6
	0.086
	0.148
	0.178
	0.326
	100.00 
	
	


表5汉黄芩素加样回收试验结果（n=6）
Table 5 Results of recovery test of wogonin
	编号
	供试品加入量/g
	供试品含汉黄芩素量/mg
	加入汉黄芩素量/mg
	测定汉黄芩素量 /mg
	回收率/%
	平均回收率/%
	RSD/%

	1
	0.084
	0.021
	0.017
	0.0376
	98.95 
	
	

	2
	0.082
	0.020
	0.016
	0.0358
	99.44 
	
	

	3
	0.085
	0.021
	0.021
	0.0421
	100.24 
	
	

	4
	0.081
	0.020
	0.020
	0.0397
	99.25 
	99.79 
	0.94 

	5
	0.083
	0.021
	0.025
	0.0457
	99.35 
	
	

	6
	0.086
	0.021
	0.026
	0.0477
	101.49 
	
	


2.11 样品测定  取“黄芩-黄连”药对提取物3份，每份约0.08 g，精密称定，按2.3项下的方法操作，制备供试品溶液在2.4项色谱条件下分别进样10 μL进行测定，外标法计算样品中4种成分的含量。根据色谱图计算出“黄芩-黄连”药对中黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素的含量（mg•g-1）。见表6。

表6 “黄芩-黄连”药对提取物中黄芩4个成分的含量 ( mg•g-1，n=3)

Table 6 The determination results of four compounds of Scutellaria baicalensis Georgi in combination extracts of scutellaria-coptis herb couple
	化学成分
	样品1
	样品2
	样品3

	黄芩苷/mg•g-1
	21.35
	21.86
	21.49

	汉黄芩苷/mg•g-1
	6.825
	6.787
	6.811

	黄芩素/mg•g-1
	1.726
	1.756
	1.718

	汉黄芩素/mg•g-1
	0.248
	0.252
	0.261


3 讨论

3.1“黄芩-黄连”药对的制备 按传统剂量配伍提取，浓缩“黄芩-黄连”药对提取物，由于生物碱类与黄酮及其苷类物质易形成络合物[7]，成粘稠混悬液，为了取样均匀，取样前充分涡旋。
3.2 流动相的选择 按文献报道[4]，采用流动相为乙腈-0.3%磷酸三乙胺，梯度洗脱，所得到的色谱图基线平稳，并且黄芩中黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素4 种成分分离效果较好，因此选择乙腈-0.3%磷酸三乙胺为“黄芩-黄连”药对提取物中黄芩含量测定的流动相，梯度洗脱。

3.3 检测波长的选择 按药典[5]方法，采用280 nm 波长下检测黄芩中主要成份的色谱峰高低比例比较均匀、基线平稳，因此确定 280 nm 为主要检测波长。本实验结果表明 280 nm 波长下，黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素各物质分离良好。

     综上，本实验采用 HPLC测定“黄芩-黄连”药对提取物黄芩中4种有效成分的含量，方法简便，结果准确可靠，可为 “黄芩-黄连”药对提取物质量评价提供科学依据。 
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