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高效液相色谱法测定四季青中长梗冬青苷

蒋婷婷，郑金星，林雪志
（浙江福立分析仪器股份有限公司，浙江台州　317500）

摘要　建立了高效液相色谱法测定四季青中长梗冬青苷含量的方法。采用 C18 色谱柱，蒸发光散射检测器，以甲

醇 – 异丙醇（9∶1）与水 – 异丙醇（9∶1）为流动相梯度洗脱，流量为 1.0 mL／min，柱温为 30℃，气体流量为 2.5 L／min， 

漂移管温度为50 ℃。长梗冬青苷的质量在0.16~16 μg范围内线性关系良好，线性相关系数为0.999 9，检出限为0.016 

mg／mL。样品的加标回收率为 96.25%~98.89%，测定结果的相对标准偏差为 0.30%~3.56% （n=6）。该方法简便、准确、

灵敏度高、重现性好，且满足药典要求，可用于四季青中长梗冬青苷的含量测定。
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Determination of Pedunculoside in Ilex Chinensis Sims by high performance liquid chromatography
Jiang Tingting，Zheng Jinxing，Lin Xuezhi

(Zhejiang Fuli Analytical Instruments Inc., Taizhou　317500, China)

Abstract　The high performance liquid chromatography method was established to determine Pedunculoside in Ilex 

chinensis Sims. The C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) and evaporative light scattering detector were used(ELSD), 
gradient elution was performed with methanol–isopropyl alcohol (9∶1) and water–isopropyl alcohol (9∶1) as mobile phase 
with flow rate of 1 mL／min, the column temperature was 30 ℃ , the temperature of detector was 50 ℃ , the flow rate of 
N2 was 2.5 L／min. The linear range of Pedunculoside was 0.16–16 μg with the linear correlation coefficient of 0.999 9, 
the detection limit was 0.016 mg／mL. The recoveries of standard addition were 96.25%–98.89%, and the relative standard 
deviations of determination results were 0.30%–3.56% (n=6). The method is simple, accurate, sensibility, reproducible and 
meet pharmacopoeia requirements. It can be used for the determination of Pedunculoside in Ilex Chinensis Sims.
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四季青是一种中药材，为冬青属植物冬青的干

燥叶，广泛分布于长江以南的各省，叶片呈椭圆形

或披针形，具有清热解毒、凉血止血、收敛生肌等功 
效［1–4］，临床上用于急性支气管炎、肺炎、急性咽喉

炎、胆道感染、尿路感染、痢疾、烧伤、下肢溃疡、皮炎

等疾病治疗［5–6］。现代研究证实，四季青也可以改善

心血系统功能，可用于冠心病、心绞痛以及病毒性角

膜炎等疾病［7］。

从四季青中可分离出原儿茶酸、咖啡酸、丁香

苷、龙胆酸、异香草酸、长梗冬青苷等［8］，长梗冬青苷

是四季青的主要有效成分，又名具栖冬青苷，属于

五环三萜类化合物。目前研究证明长梗冬青苷具

有抗炎、抗心律失常、心肌缺血和脑缺血作用［9］。在

2020 年《中国药典》中明确要求四季青中长梗冬青

苷的含量不得少于 1.35%［10］。毕福钧等［11–14］采用

高效液相色谱 – 紫外检测器（HPLC–UV）法测定长

梗冬青苷，使用 210 nm 及更低的波长作为检测波

长，流动相易干扰，紫外检测器噪音大，灵敏度低。

魏秀丽等［15］采用超高效液相色谱 – 二极管阵列检

测器（UPLC–PAD）法对长梗冬青苷进行测定，虽然

能够快速的定量测定，但灵敏度低，且 UPLC 设备

昂贵，该方法不具有普适性。Waiou Zhao 等［16］采
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用液相二级质谱（LC／MS／MS）法测定，虽然灵敏

度高，但设备昂贵，现阶段无法全面推广。高效液

相色谱仪价格低廉，操作简单，同时蒸发光散射检

测器（ELSD）不受流动相影响，可检测任何挥发性

低于流动相的样品，检测灵敏度高。目前国内外未

见采用高效液相色谱 – 蒸发光散射检测器（HPLC–
ELSD）法测定四季青中长梗冬青苷含量的方法。

笔者通过信噪比确定了检测器的最佳检测条

件，构建的 HPLC–ELSD 方法使用成本低，简单易

实施，具有较高的准确度和灵敏度，可用于中药材四

季青中长梗冬青苷的含量检测。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

高效液相色谱仪：LC5090 型，浙江福立分析仪

器股份有限公司。

蒸发光散射检测器：UM5800 型，上海通微分析

技术有限公司。

电子天平：SQP 型，感量为 0.1 mg，赛多利斯科

学仪器（北京）有限公司。

数控超声波清洗器：KQ5200 型，昆山市超声仪

器有限公司。

破壁机：MJ–BL1543A 型，美的集团。

一次性注射器：5 mL，上海安谱实验科技股份

有限公司。

过滤膜：0.22 μm，上海安谱实验科技股份有限

公司。

甲醇、异丙醇：均为色谱纯，美国天地公司。

氮气：纯度不小于 99.2%，浙江海畅气体有限公司。

长梗冬青苷标准物质：批号为 8547，含量

99.9%，上海诗丹德标准技术服务有限公司。

长梗冬青苷标准溶液：精确称量长梗冬青苷标

准物质 0.003 2 g 于 10 mL 容量瓶中，加入甲醇 – 水

（8∶2）溶液，配制成质量浓度为 0.32 mg／mL 的长

根冬青苷标准溶液。

水：饮用纯净水。

1.2　仪器工作条件

色谱柱：Sapphiresil C18 柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm，浙江福立分析仪器股份有限公司）；柱温：

30 ℃；ELSD 漂移管温度：50 ℃；气体流量：2.5  
L／min ；流动相：A 相为甲醇 – 异丙醇（9∶1）溶液，

B 相为水 – 异丙醇（9∶1）溶液，流量为 1.0 mL／min， 
梯度洗脱程序见表 1。

表 1　梯度淋洗程序

时间／s A／% B／%
0 30 70
10 35 65
12 43 57
30 43 57
40 57 43
45 57 43
50 30 70
60 30 70

　注：A—甲醇 – 异丙醇（9 ∶ 1）溶液；B—水 – 异丙醇（9 ∶ 1）溶液。

1.3　样品处理

将四季青叶放入破壁机中粉碎 3 min，精确称

取粉末1.000 0 g于具塞锥形瓶中，加入50 mL 甲醇–
水（8∶2）溶液，称重并记录重量，超声 30 min，放冷

后再次称重，用甲醇 – 水（8∶2）溶液补足质量，摇

匀，用一次性注射器吸取溶液，再用 0.22 μm 的过

滤膜过滤，制备成样品溶液，备用。

2　结果与讨论

2.1　漂移管温度选择

在气体流量为 2.5 L／min 的条件下，分别设置

ELSD 漂移管进样温度分别为 40、50、55、60、65 ℃，

分别考察不同漂移管温度对信噪比的影响，测定结

果列于表 2。由表 2 可以看出，随着漂移管温度的

升高，色谱峰高与噪音均呈先降低后升高的趋势，而

信噪比呈先升高后降低趋势，综合考虑，选择漂移管

温度为 50 ℃。
表 2　不同漂移管温度的测定结果

漂移管温度／
℃

峰高／
μV

噪音／
μV 信噪比

40 30 893 23.0 1 343
50 28 557 17.0 1 680
55 27 184 17.2 1 580
60 27 658 17.5 1 580
65 29 222 20.0 1 461

2.2　气体流量选择

设定 ELSD 漂移管温度为 50 ℃，分别选择气

体流量为 2.0、2.5、3.0 L／min，分别考察不同气体流

量对信噪比的影响，测定结果列于表 3。由表 3 可

以看出，当气体流量为 2.5 L／min 时色谱峰高于最

大值，噪音最小且信噪比最优，因此选择气体流量为

2.5 L／min。
表 3　不同气体流量的测定结果

气体流量／
(L · min–1)

峰高／
μV

噪音／
μV 信噪比

2.0 27 235 20.0 1 362
2.5 28 557 17.0 1 680
3.0 27 784 21.0 1 323
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2.3　系统适应性试验

分别取 10 μL 长梗冬青苷标准溶液和样品溶

液，在 1.2 条件下进行测试。测试结果表明，标准溶

液中长梗冬青苷的柱效是 39 518，样品溶液中长梗

冬青苷的柱效是 37 842，均满足 2020 年中国药典要

求柱效不低于 2 000 的要求。长梗冬青苷标准溶液

和样品溶液色谱图分别如图 1、图 2 所示。

t min
10 5020 30 40

图 1　标准溶液色谱图

t min
10 5020 30 400

图 2　样品溶液色谱图

2.4　线性关系、检出限、定量限

取 0.32 mg／mL 长梗冬青苷标准溶液，分别进

样 5、10、20、50 μL，按 1.2 仪器工作条件测定，以长

梗冬青苷进样质量的对数（x）为横坐标，对应色谱

峰面积的对数（y）为纵坐标，建立线性方程。结果

表明长根冬青苷进样质量在 0.16~16 μg 范围内线

性关系良好，线性方程为 y=1.65x+2.5，相关系数为

0.999 9。
分别配制一定浓度的长梗冬青苷标准溶液，

按 1.2 仪器工作条件进样 10 μL，使其分别满足信

噪比为 3∶1、10∶1 的要求，计算检出限和定量限。

得到方法检出限为 0.016 mg／mL，定量限为 0.048  
mg／mL，满足分析要求。

2.5　仪器精密度试验

取 0.32 mg／mL 长梗冬青苷标准溶液进样 10  
μL，连续重复进样 6 次，保留时间和色谱峰面积的

测定结果列于表 4、表 5。由表 4、表 5 可知，保留时

间相对标准偏差为 0.140%，色谱峰面积相对标准偏

差为 0.864%，均不大于 2%，表明仪器具有较好的精

密度，符合药典规定。
表 4　仪器精密度测定结果（保留时间计）

测定值／
min

平均值／
min

RSD／
%

27.78，27.819，27.787，27.849，27.835，27.887 27.827 0.140

表 5　仪器精密度测定结果（色谱峰面积计）

测定值／
(μV · s)

平均值／
(μV · s)

RSD／
%

1 397，1 419，1 391，1 390，1 410，1 391 1 400 0.864

2.6　加标回收试验

分别精密称取 6 份同一批已测定长梗冬青苷含

量（800 μg／mL）的样品1.00 g，置于具塞锥形瓶中，

分别加入 16、48、320 μg／mL 长梗冬青苷标准溶

液，按 1.2 仪器工作条件测定，结果列于表 6。由表 6
可知，长梗冬青苷的加标回收率为 96.25%~98.89%，

测定结果的相对标准偏差为 0.30%~3.56%，表明本

法具有较高的准确度与精密度。
表 6　加标回收试验结果

本底值／
(μg · mL–1)

加标浓度／
(μg · mL–1)

测定值／
(μg · mL–1)

平均回收
率／%

RSD／
%

800 16   814.8，816.4，815.2，
815.5，815.1，815.4 96.25 3.56

800 48   846.1，846.8，847.5，
847.8，846.9，847.0 97.95 1.26

800 320   1115.1，1117.5，1115.9，
1116.2，1117.6，1116.3 98.89 0.30

2.7　样品测定

分别精密称取 5 批四季青叶，按 1.3 配制样品

溶液，进样 10 μL，按 1.2 仪器工作条件进行测定，

结果列于表 7。由表 7 可知，5 批四季青叶中长梗冬

青苷检出含量为 3.73%~4.97%，满足 2020 年中国药

典使用蒸发光散射检测器测定长梗冬青苷含量不少

于 1.35% 的要求。
表 7　实际样品测定结果

样品质量／
g

测定量／
(mg · mL–1）

含量／
%

1.005 4 0.75 3.73
0.999 9 0.99 4.95
1.000 3 0.80 4.00
1.001 4 0.88 4.39
1.005 8 1.00 4.97

3　结语

建立 HPLC–ELSD 法测定长梗冬青苷含量，方

法简便，准确，灵敏度高，重现性好，满足药典要求，

可用于四季青中长梗冬青苷的含量测定，为中药材

四季青的质量监控提供方法参考。
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