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摘　要　目的：建立鸦胆子油中１，２二亚油酸３油酸甘油酯、１，３二油酸２亚油酸甘油酯、三油酸甘油酯、１，３二油酸２棕榈
甘油酯的含量测定方法。方法：运用岛津２０１０Ｃ高效液相色谱仪和奥泰２０００蒸发光检测器，采用ＷａｔｅｒｓＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ

×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈二氯甲烷（６５∶３５），流速１．０ｍｌ·ｍｉｎ－１；检测温度：７０℃。结果：四种甘油三酯分别在０．１８４
～２．７６３μｇ、０．３８２～５．７２４μｇ、０．４０６～６．０８４μｇ和０．２０４～３．０６６μｇ之间线性关系良好，ｒ值分别为０．９９９０、０．９９９２、０．９９９１
和０．９９９０，回收率分别为９９．０１％、９８．７０％、９８．９２％和９８．４６％，ＲＳＤ分别为０．７％、０．５％、０．８％和０．９％。结论：该方法操作
简单，分离效果好，灵敏度高，可更好的控制鸦胆子油的质量。
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　　鸦胆子油为苦木科植物鸦胆子［Ｂｒｕｃｅａｊａｖａｎｉｃａ
（Ｌ．）Ｍｅｒｒ．］的干燥成熟果实中提取得到的脂肪
油［１，２］。鸦胆子油不仅用于治疗肺癌、肺癌脑转移、

肝癌、胃癌和乳腺癌等多种恶性肿瘤，还可用于治疗

慢性胃炎、结肠炎和尖锐湿疣等非肿瘤疾病，与化疗

药合用可提高疗效，毒副反应少，很少出现恶心、呕

吐、厌食、脱发、血象下降和骨髓抑制等常规化疗药

的毒副反应。其化学成分鸦胆子油中主要含８５％
甘油三酯，其中油酸、亚油酸与肿瘤细胞膜有特异的

亲和力，具有很强的抗癌活性［３］。鸦胆子油原标准

收载于《卫生部品标准》中药成方制剂第１４册，检
验项目包括【性状】，【鉴别】吸光度法，【检查】相对

密度、折光率、碘值、酸值，【含量测定】，其中【含量

测定】采用滴定法测定总酸的含量，方法落后，且不

能真实反应鸦胆子油的组成成分。为了能有效控制

质量，保证疗效，本试验采用ＨＰＬＣ法对鸦胆子油的
主要成分４种甘油三酯（１，２二亚油酸３油酸甘油
酯、１，３二油酸２亚油酸甘油酯、三油酸甘油酯、１，
３二油酸２棕榈酸甘油酯）的含量进行了测定，现

将研究结果报道如下。

１　仪器与试药
岛津２０１０Ｃ高效液相色谱仪，奥泰２０００蒸发光

检测器，甲醇、乙腈、二氯甲烷（色谱纯，天津市康科

德科技有限公司），重蒸水，其他试剂为分析纯。

三油酸甘油酯对照品（批号：１１１６９２２０１２０３，纯
度：１００％，中国食品药品检定研究院提供），１，２二
亚油酸３油酸甘油酯、１，３二油酸２亚油酸甘油
酯、１，３二油酸２棕榈酸甘油酯对照品（批号：
Ｄ９１６４、Ｄ０３０１、Ｄ１７８２，纯度均为１００％，西格玛公司
提供）。

鸦胆子油为广州白云山明兴制药有限公司提供

１批（批号：１３０４０１）、浙江九旭药业有限公司提供１
批（批号：１３０４７５），沈阳药大药业有限责任公司提
供１批（批号：１３０４２４１）。
２　方法与结果
２．１　色谱条件［５］

ＷａｔｅｒｓＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
采用ＷａｔｅｒｓＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
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流动相为乙腈二氯甲烷（６５∶３５），流速０．５ｍｌ·
ｍｉｎ－１；检测温度：７０℃，柱温３０℃，进样量为１０μｌ；
分析时间：６０ｍｉｎ，理论塔板数按甘油三油酸酯计算
应不低于４０００。蒸发光散射检测器检测，漂移管温
度７０℃及氮气流速２．０ｍｌ·ｍｉｎ－１。
２．２　对照品溶液

精密称取１，２二亚油酸３油酸甘油酯、１，３二
油酸２亚油酸甘油酯、三油酸甘油酯、１，３二油酸
２棕榈酸甘油酯对照品适量，加乙腈二氯甲烷（６５∶
３５）溶液制成每１ｍｌ含１，２二亚油酸３油酸甘油
酯、１，３二油酸２亚油酸甘油酯、１，３二油酸２棕榈
酸甘油酯０．１ｍｇ，含三油酸甘油酯０．２ｍｇ的溶液。
２．３　供试品溶液

取本品５０ｍｇ，精密称定，置５０ｍｌ量瓶中，加入
乙腈二氯甲烷（６５∶３５）混合溶液４０ｍｌ，超声处理
（２５０Ｗ，３３ｋＨｚ）１０ｍｉｎ，放冷，用乙腈二氯甲烷（６５
∶３５）混合溶液稀释至刻度，摇匀，即得。

取供试品溶液、对照品溶液各１０μｌ进样，上述
色谱条件下，四种甘油三酯与其他组分可得到基线

分离。见图１。

Ａ．对照品　Ｂ．供试品　１．１，２二亚油酸３油酸甘油酯

２．１，３二油酸２亚油酸甘油酯　３．三油酸甘油酯

４．１，３二油酸２棕榈酸甘油酯

图１　ＨＰＬＣ色谱图

２．４　方法学考察［４］

２．４．１　线性关系考察　精密称取１，２二亚油酸３
油酸甘油酯、１，３二油酸２亚油酸甘油酯、三油酸甘
油酯、１，３二油酸２棕榈酸甘油酯对照品适量，加乙
腈二氯甲烷（６５∶３５）溶液制成每１ｍｌ含１，２二亚
油酸３油酸甘油酯０．０９２１ｍｇ，含１，３二油酸２亚
油酸 甘 油 酯 ０．１９０８ｍｇ，含 三 油 酸 甘 油 酯
０．２０２８ｍｇ，含 １，３二 油 酸２棕 榈 酸 甘 油 酯
０．１０２２ｍｇ的溶液，作为对照品溶液。分别精密量
取对照品溶液２，５，１０，２０，３０μｌ，注入液相色谱仪
中，按上述色谱条件测定峰面积值。以进样量的对

数为横座标（Ｘ，μｇ），色谱峰面积的对数为纵座标
（Ｙ），得回归方程：１，２二亚油酸３油酸甘油酯为 Ｙ
＝１．７３２１Ｘ＋６．５３１４，ｒ＝０．９９９０。由测定结果表

明，１，２二亚油酸３油酸甘油酯对照品进样量在
０．１８４～２．７６３μｇ范围内线性关系良好。１，３二油
酸２亚油酸甘油酯为 Ｙ＝１．７７１６Ｘ＋６．３６７１，ｒ＝
０．９９９２。由测定结果表明：１，３二油酸２亚油酸甘
油酯对照品进样量在０．３８２～５．７２４μｇ范围内线性
关系良好。三油酸甘油酯为Ｙ＝１．６８８５Ｘ＋６２２０５，
ｒ＝０．９９９１。由测定结果表明：三油酸甘油酯对照
品进样量在０．４０６～６．０８４μｇ范围内线性关系良好。
１，３二油酸２亚油酸甘油酯为 Ｙ＝１．９２９０Ｘ＋
６．６３８９，ｒ＝０．９９９０。由测定结果表明：１，３二油
酸２棕榈酸甘油酯对照品进样量在０．２０４～
３．０６６μｇ范围内线性关系良好。
２．４．２　精密度试验　精密吸取同一对照品溶液１０
μｌ，连续进样 ６次，测定峰面积，ＲＳＤ为０．４％、
０．３％、０．３％和０．３％，表明仪器精密度良好。
２．４．３　稳定性试验考察　取供试品溶液，分别于
０，１０，１７，２５，３０ｈ，按上述色谱条件进样１０μｌ，测定
色谱峰面积，测定结果 ＲＳＤ分别为０．５％、０．７％、
１．０％和１．０％。结果表明，供试品溶液在所考察时
间内稳定性良好。

２．４．４　重复性试验　取同一批供试品，精密称取６
份，按供试品测定项下方法操作，重复测定６次，测
得１，２二亚油酸３油酸甘油酯、１，３二油酸２亚油
酸甘油酯、三油酸甘油酯、１，３二油酸２棕榈酸甘油
酯的平均含量分别为５２．２ｍｇ· ｇ－１（ＲＳＤ为
１．０％）、１６１．２ｍｇ·ｇ－１（ＲＳＤ为０．８％）、２３２．８ｍｇ·
ｇ－１（ＲＳＤ为０．５％）６５．２ｍｇ·ｇ－１（ＲＳＤ为０．５％），
结果表明该法重复性好。

２．４．５　加样回收率试验　取已知１，２二亚油酸３
油酸甘油酯（５２．２ｍｇ·ｇ－１）、１，３二油酸２亚油酸
甘油酯（１６１．２ｍｇ·ｇ－１）、三油酸甘油酯（２３２．８ｍｇ
·ｇ－１）、１，３二油酸２棕榈酸甘油酯（６５．２ｍｇ·
ｇ－１）含量的供试品６份，每份约２５ｍｇ，精密称定，
分别精密加入１，２二亚油酸３油酸甘油酯对照品
溶液（０．９２１０ｍｇ·ｍｌ－１）１．５ｍｌ，１，３二油酸２亚
油酸甘油酯（１．９０８０ｍｇ·ｍｌ－１）２．１ｍｌ、三油酸甘
油酯（２．０２８０ｍｇ·ｍｌ－１）２．９ｍｌ、１，３二油酸２棕
榈酸甘油酯（１．０２２０ｍｇ·ｍｌ－１）１．６ｍｌ，加入乙腈
二氯甲烷（６５∶３５）混合溶液 ３０ｍｌ，超声处理（２５０
Ｗ，３３ｋＨｚ）１０ｍｉｎ，放冷，用乙腈二氯甲烷（６５∶３５）
混合溶液稀释至刻度，摇匀，即得。测定加标样品中

的１，２二亚油酸３油酸甘油酯、１，３二油酸２亚油
酸甘油酯、三油酸甘油酯、１，３二油酸２棕榈酸甘油
酯含量，结果平均回收率为９９．０１％、９８．７０％、
９８．９２％和９８．４６％，ＲＳＤ为０．７％、０．５％、０．８％和
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０．９％（ｎ＝６）。
２．５　样品含量测定

分别取３批供试品溶液各１０μｌ，注入液相色谱
仪，测定，结果见表１。

表１　含量测定结果（ｍｇ·ｇ－１，ｎ＝３）

批号
１，２二亚油酸
３油酸甘油酯

１，３二油酸２
亚油酸甘油酯

三油酸
甘油酯

１，３二油酸
２棕榈酸甘油酯

１３０４０１ ５０．２ １５７．７ ２２７．３ ６０．１
１３０４７５ ５２．２ １６１．２ ２３２．８ ６５．２
１３０４２４１ ５７．１ １７０．３ ２４３．０ ６９．９

３　讨论
３．１　蒸发光温度的选择［５］

参考蒸发光检测器检测温度的设置原则，考察

了相同色谱条件下蒸发光检测器检测温度为６０℃、
７０℃、８５℃时对供试品分离结果的影响。结果显色，
６０℃、８５℃条件下基线噪音比较大，７０℃效果较好。
３．２　流动相的选择［５］

分别考察了以乙腈二氯甲烷（６５∶３５）、乙腈异
丙醇正己烷（６６∶２０∶１４）为流动相，结果表明，本试
验采取的乙腈二氯甲烷（６５∶３５）为流动相，使各色

谱峰分离效果理想。

３．３　提取溶剂和提取时间的选择
参照《中国药典》２０１０年版一部薏苡仁油中三

油酸甘油酯的含量测定方法，采用流动相作为提取

溶剂，以超声处理作为提取方法，以供试品溶液没有

油滴作为指标考察超声处理的时间，结果表明超声

时间为１０ｍｉｎ即可保证鸦胆子油完全溶解于流动
相。
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滤过后分别进样。试验结果表明，用滤膜滤过没有

吸附现象。

２．２．１０　回收率试验　精密称取对照品５１．４３ｍｇ，
置１００ｍｌ量瓶中，加溶出介质溶解并稀释至刻度，
摇匀，作为对照品储备液，精密称取已测定含量的供

试品９份，置１００ｍｌ量瓶中，分别精密加入对照品
溶液５ｍｌ，８ｍｌ，１０ｍｌ（各加３份），用溶出介质稀释
至刻度，摇匀，精密量取５ｍｌ，置５０ｍｌ量瓶中，用溶
出介质稀释至刻度，摇匀，即配制成测定浓度５０％，
８０％和１００％的溶液，依法测定，计算回收率。结果
盐酸酚苄明的平均回收率为９９．８％，ＲＳＤ＝０．９％。
２．３　溶出度测定结果

依法“２．１．３”项下方操作，经３０ｍｉｎ时，取溶液
１０ｍｌ，用０．４５μｍ的膜滤过，取续滤液作为供试品溶
液。照高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法（《中国药典》２０１０
年版二部附录ⅤＤ），采用 ＨｙｐｅｒｓｉｌＣ１８色谱柱（２５０
ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），以乙腈０．７％磷酸水溶液（含
０．５％三乙胺）（４５∶５５）为流动相，流速为１．０ｍｌ·
ｍｉｎ－１，检测波长为２６７ｎｍ，柱温３０℃，分别精密量
取供试品溶液与对照品溶液各２５μｌ注入液相色谱
仪，按外标法计算每片的溶出量。３批样品的溶出
度测定结果见表１。

表１　溶出度测定结果（％，ｎ＝６）
批号 溶出量 平均溶出量 ＲＳＤ
１２０１０１ ９８，１００，９９，９９，９６，９８ ９８ １．３
１２０１０２ ９２，９８，９３，９１，９０，９６ ９３ ３．３
１２０１０３ ９４，９９，９４，９２，９１，９６ ９４ ３．２

３　讨论
３．１　方法学研究表明，本方法简便可行。３批样品
３０ｍｉｎ的溶出量均在８０％以上，故溶出限度订为标
示量的８０％。
３．２　对柱温进行微调，取供试品溶液进样，主成分峰
面积ＲＳＤ在２％以下，表明本色谱条件耐用性良好。
３．３　试验表明盐酸酚苄明在几种溶出介质中均达
到漏槽条件，但是盐酸酚苄明片在 ｐＨ４．０以上溶出
介质中不能完全溶出，可能是因为片中有浸膏提取

物，含有生物碱，影响了本品的溶解度和溶出。在含

量测定过程中也发现用原有的提取后非水滴定法测

定含量明显比 ＨＰＬＣ法低，表明本品中含有生物碱
等碱性物质。
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