
的异烟肼和维生素 Ｂ６较难分离，后来尝试在文
献［２］流动相的基础上，在０．１％三乙胺溶液中加入
离子对抑制剂辛烷磺酸钠，使得维生素Ｂ６的保留时
间延长。曾试验过加入不同量的辛烷磺酸钠，当加

入量为２０ｍｇ时，分离效果满意，又有利于快速测
定。在对流动相ｐＨ的筛选中，对ｐＨ２．５，３．０，３．５，
３．７，４．０，４．５，５．０的流动相进行了试验，发现当 ｐＨ
超过３．５时异烟肼就会产生肩峰，超过４．０时就产生
裂峰现象。选用磷酸调节ｐＨ至（３．０±０．０５），既避
免了异烟肼峰的裂分，又能充分发挥离子对抑制剂

的作用，还能相对延长色谱柱的使用寿命。

３．２　检测波长的选择
按试验条件取混合对照品溶液、供试品溶液进

样，在１９０～４００ｎｍ波长处进行扫描，异烟肼在２６５
ｎｍ处有最大吸收，维生素 Ｂ６在１９５ｎｍ、２９１ｎｍ处
有最大吸收，为降低异烟肼的响应值，同时提高维生

素Ｂ６的响应值，故选择２９１ｎｍ处同时测定此两种

组份，既防止了色谱柱对异烟肼的过载，又提高了维

生素Ｂ６灵敏度。
３．３　小结

在选定的色谱条件下，分别采用 ＫｒｏｍａｓｉＬ１００
５Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）、ＩｎｓｔｅｒｉｌＯＤＳ３Ｃ１８
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）两种色谱柱进行样品测
定，系统适用性均符合要求。
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胁痛，头痛及痛经［１］。《中国药典》２０１０年版一部对
其君药醋延胡索规定了含量测定方法，但未规定方

中白芷的含量控制。本文参考《中国药典》２０１０年
版对元胡止痛片中延胡索乙素的含量测定方法和中

药饮片白芷的含量测定方法，并参照相关文献方

法［２］，经方法验证，确定采用ＨＰＬＣ同时测定元胡止
痛片中延胡索乙素和欧前胡素含量的方法，并对５
个厂家的１０批样品进行了测定。现报道如下。
１　仪器与试药
１．１　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱仪，ＸＳ１０５ＤＵ电子
分析天平（准确度０．１ｍｇ／０．０１ｍｇ），ＴＵ１９０１紫外
分光光度计。

１．２　试药
延胡索乙素对照品（批号：１１０７２６２０１２１３，含量：

９９．８％）、欧前胡素对照品（批号：１１０８２６２０１２１４，含
量：９９．５％）均购于中国食品药品检定研究院。甲醇
为色谱纯，其他试剂为分析纯，水为纯化水。

１．３　样品
随机购买５个厂家的１０批样品（批号见表１）。

２　方法与结果
２．１　色谱条件

色谱柱：ＡＫＺＯＮＯＢＥＬＫｒｏｍａｓｉｌ１００５Ｃ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇０．１％磷
酸溶液（５２∶４８）混合后以三乙胺调ｐＨ至６．５；流速：
１．０ｍｌ·ｍｉｎ－１；柱温：４０℃；检测波长：２８４ｎｍ；进样
量：１０μｌ。
２．２　溶液的制备
２．２．１　延胡索乙素对照品溶液　精密称取延胡索
乙素对照品１０．５４ｍｇ，于５０ｍｌ量瓶中，以甲醇溶解
并稀释至刻度，混匀即得。

２．２．２　欧前胡素对照品溶液　精密称取欧前胡素
对照品９．０９ｍｇ，于５０ｍｌ量瓶中，以甲醇溶解并稀
释至刻度，混匀即得。

２．２．３　对照品混合溶液　精密量取上述两种对照
品溶液各５ｍｌ，于同一２５ｍｌ量瓶中，以甲醇稀释至
刻度，混匀即得。

２．２．４　供试品溶液［１］　取样品２０片，除去包衣，精
密称定，研细。取细粉约１ｇ（约相当于样品４片），
精密称定，置具塞锥形瓶中，加甲醇５０ｍＬ，密塞，称
重，超声提取（３００Ｗ，４０ｋＨｚ）１ｈ，放冷，称重，用甲
醇补足减少的重量，摇匀，滤过，精密量取续滤液２５
ｍｌ，加在中性氧化铝柱上（１００～２００目，内径 １
ｃｍ），继用甲醇１０ｍｌ洗脱，合并流出液和洗脱液，蒸
干，残渣用甲醇适量使溶解，定容于 ５ｍｌ量瓶，摇

匀，０．４５μｍ滤膜过滤，即得。
２．２．５　阴性样品溶液　按照元胡止痛片处方比例
及制剂工艺要求，分别制备不含醋延胡索和缺白芷

的阴性样品。各取阴性样品约１ｇ，照“２．２．４”项下
方法，分别制得相应两种阴性样品溶液。

２．３　线性关系试验
分别吸取上述两种对照品溶液各０．５，２．０，４．０，

６．０，８．０，１０．０ｍｌ，于２５ｍｌ量瓶中，以甲醇稀释至刻
度，混匀，即得６个浓度的对照品混合溶液，在上述
色谱条件下，分别进样１０μｌ，以峰面积（Ｙ）为纵坐
标，以浓度（Ｘ，ｍｇ·ｍｌ－１）为横坐标，绘制标准曲线，
结果表明：延胡索乙素在０．００４２～０．０８４０ｍｇ·
ｍｌ－１范围与其峰面积线性关系良好，回归方程为 Ｙ
＝８．６７×１０２Ｘ－１．８４，ｒ＝１．００００；欧前胡素在
０．００３６～０．０７２０ｍｇ·ｍｌ－１范围与其峰面积线性关
系良好，回归方程为 Ｙ＝１．６８×１０３Ｘ－０．９１，ｒ＝
０．９９９７。
２．４　精密度试验

精密量取对照品混合溶液１０μｌ，注入液相色谱
仪，连续测定６次，以峰面积计算，延胡索乙素 ＲＳＤ
为０．４７％（ｎ＝６），欧前胡素ＲＳＤ为０．２７％（ｎ＝６）。
２．５　重复性试验

取同一批样品（Ａ１号样品）照“２．２．４”方法制
备样品溶液６份，依法测定，计算各组分含量，结果
延胡索乙素平均含量为５２２μｇ·ｇ－１，ＲＳＤ为１．７０％
（ｎ＝６），欧前胡素平均含量为１６３μｇ·ｇ－１，ＲＳＤ为
０．８２％（ｎ＝６）。
２．６　加样回收率试验

取已知含量的 Ｂ５号元胡止痛片样品６份，每
份约０．５ｇ，分别准确加入延胡索乙素对照品溶液１
ｍｌ和欧前胡素对照品溶液０．５ｍｌ，照样品含量测定
方法操作，计算得延胡索乙素平均回收率为

９７．７２％，ＲＳＤ为１．１０％（ｎ＝６）；欧前胡素平均回收
率为９７．９９％，ＲＳＤ为０．９６％（ｎ＝６）。
２．７　稳定性试验

取 Ａ１号样品照“２．２．４”方法制备供试品溶
液，依法分别在０，４，８，１２，１６，２０ｈ进样，以峰面积
计算，延胡索乙素 ＲＳＤ为１．３２％（ｎ＝６），欧前胡素
ＲＳＤ为１．０９％（ｎ＝６），表明供试品溶液至少在２０ｈ
内相对稳定。

２．８　专属性试验
分别精密量取对照品混合溶液、样品溶液、两种

阴性样品溶液各１０μｌ，注入液相色谱仪，按上述色
谱条件测定，结果元胡止痛片样品溶液在与延胡索

乙素对照品、欧前胡素对照品色谱峰保留时间一致
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的位置处有相应的色谱峰，而其他组分对测定无干

扰。见图１。

Ａ．对照品溶液　Ｂ．样品溶液　Ｃ．缺白芷阴性样品溶液

Ｄ．缺延胡索阴性样品溶液　１．延胡索乙素　２．欧前胡素

图１　ＨＰＬＣ色谱图

２．９　耐用性试验
按照确定的色谱条件，分别将流动相的比例调

整为甲醇０．１％磷酸溶液（６１∶３９）混合后以三乙胺
调ｐＨ６．０；将柱温调整为 ３０℃；将色谱柱更换为
ＴｈｅｒｍｏｓｙｎｃｒｏｎｉｓＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），
依法进样供试品溶液进行测定，结果各组分均能达

到基线分离，且理论塔板数均大于５０００，说明本方
法具有较好的耐用性。

２．１０　样品含量测定
取样品照“２．２．４”方法制备样品溶液，分别精

密量取对照品混合溶液和样品溶液各１０μｌ，注入液
相色谱仪，按上述色谱条件测定，共测定５个厂家的
１０批样品，结果见表１。
３　讨论
３．１　取对照品混合溶液，用可见紫外分光光度法

表１　样品含量测定结果（μｇ·ｇ－１，ｎ＝２）

样品编号 批号 延胡索乙素 欧前胡素

Ａ１ １３０６０４ ５２２ １６４

Ａ２ １３０４０１ ４９５ １１７

Ａ３ １３０１０２ ４５９ １１７

Ｂ４ １２０２０５ ４９２ １２３

Ｂ５ １２０９２３ ５７４ １４３

Ｃ６ ２０１２０５０７ ７８１ ５２

Ｃ７ ２０１２１２０３ ７３７ ４８

Ｄ８ Ｃ８３００１ ６６４ ６５４

Ｄ９ Ｃ８３００２ ６１８ ６１０

Ｅ１０ １２０７０６ ４４５ １２４

　注：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ分别代表五个厂家。

在波长２００～４００ｎｍ进行扫描，结果溶液在２８４ｎｍ
处有最大吸收且周围无明显杂质干扰，故以２８４ｎｍ
作为测定波长。３．２　分别考察９５％乙醇、７０％甲
醇、甲醇作为样品提取溶剂，以甲醇作溶剂时，杂质

少，色谱峰效果最好，故选择甲醇做提取溶剂。

３．３　延胡索乙素为方中君药醋延胡索的主要功效
成分，１０批样品测定结果表明：各批样品延胡索乙
素的含量稳定，均符合《中国药典》２０１０年版一部规
定要求。

３．４　欧前胡素为方中另一味主药白芷的主要功效
成分，１０批样品测定结果显示，同厂家生产的样品
欧前胡素含量稳定，但不同厂家生产的样品欧前胡

素含量差别较大，这间接反映出不同厂家在生产中

使用中药白芷的质量差异很大，因此在质量标准中

增加其含量测定指标非常必要。

３．５　本方法可同时测定元胡止痛片中延胡索乙素
和欧前胡素的含量，可用于完善质量标准，以全面评

价产品质量。
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