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反相高效液相梯度洗脱法测定脑通络 

口服液中阿魏酸的含量 

任海祥，陈 翠 

[摘要] 目的 建立高效液相色谱梯度洗脱法测定脑通络 口服液中阿魏酸的含量。方法 采 

用 Lichrospher C． 柱(4．6 mm×250 mm，5 Ixm)，流动相 A为 0．1％磷酸水溶液、流动相 B为甲醇，pH 

4．15±0．02，检测波长为316 nnl，流速为 1．0 mL／min，柱温25~C。结果 阿魏酸在8．112～64．896 g／ 

m1范围内具有良好的线性关系，r=0．9999，平均回收率 98．15％ ，RSD=1．79％(n=9)。结论 反相 

高效液相梯度洗脱法简便，准确，重复性好 ，适用于脑通络 口服液中阿魏酸的含量测定。 
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High performance liquid chromatography gradient elution determination of ferulic 

acid in Naotongluo oral liquid 

REN Hai—xiang，CHEAT Cui．Nol~ing General Hospital Nanfing Military Command，P ，Nanjing，Jiang- 

SU 210002． inn 

[Abstract] objective To establish a high performance liquid chromatography(HPLC)gradient e一 

1ution method for determination of ferulic acid in naoluotong oral liquid．M ethods The HPLC systerm con— 

sisted of lichrospher C1 8 column(4．6 nlln x 250 mm，5 m)，methanol-0．1％phosphoric acid solution(ad— 

justed PH to 4．1 5±0．02 with triehylamine)was used as amobile phase with gradient elution，the detector 

wavelength was set at 3 1 6 Hnl，the flow rate was 1．0 ml／min and the column temperature was 25％ ．Results 

The linear range of ferulic acid was 8．1 12 ～64．896 ml，r=0．9999．The average recovery was 

98．15％ ，RSD was 1．79％ (n=9)．Conclusion The method is simple，accurate and reproducible，which 

can be used for determination of ferulic acid in Naotongluo oral liquid． 

[Key words feru|ic acid；Naotongluo oral liquid；content determination；RP—high performance liq— 

uid chromatography 

脑通络口服液是医院自制制剂，由川I芎、地龙、 

鸡血藤等多味中药组成，具有活血通络、豁痰开窍之 

功效  ̈，适用于脑梗死所致的偏瘫无力，口眼歪斜 ， 

语言不清等症，我院临床使用多年，疗效显著。为确 

保该制剂用药安全，我们通过实验建立了质控标准， 

采用高效液相梯度洗脱法测定其口服液中川芎的活 

性成分阿魏酸的含量，取得预期结果，现报告如下。 

1 仪器与试药 

高效液相色谱仪，包括 Waters 1525二元泵、 

Waters 2996二极管阵列检测器、Millennip~m 32工作 

站(美国 Waters公司)，METrLER AE 240电子天平 
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(梅特勒．托利多仪器有限公司)，KH一250B型数控 

超声清洗器(昆山超声仪器有限公司)。阿魏酸对 

照品(中国药品生物制品检定所，批号：0773—9910)， 

脑通络 口服液(本 院 自制，批号：080324、080410、 

080508；规格为 10 m1)，所用试液甲醇为色谱纯，其 

余均为分析纯。 

2 方法与结果 

2．1 色谱条件 色谱柱：Lichrospher Cl 8(4．6 mm 

×250 1TI1TI，5 m)；流动相：溶剂 A为 0．1％磷酸水 

溶液(三乙胺调 pH为 4．15±0．02)、溶剂 B为甲 

醇，进行梯度洗脱，梯度洗脱程序见表 1；流速：1．0 

mL／min；检测波长：316 nm；柱温：25 oC；进样量：2O 

I。在该色谱条件下，杂质峰对样品测定无干扰。 

2．2 溶液的制备 
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2．2．1 对照品储备溶液 精密称取阿魏酸对照品 

10．14 mg，置50 ml容量瓶中，加甲醇溶解并定容至 

刻度，制成浓度为202．8 Ixg／ml对照品储备溶液。 

2．2．2 供试品溶液 精密量取脑通络口服溶液 50 

ml置烧杯中，加稀盐酸调 pH至 1～2，用乙醚振摇提 

取4次，每次30 rnl，合并乙醚液，乙醚液用水洗涤两 

次，每次30 ml，乙醚液置45cc水浴上蒸干，残渣加甲 

醇溶解并定容至5 ml容量瓶中，即得供试品溶液。 

表 1 梯度洗脱程序 

2．2．3 阴性对照溶液 按处方比例称取除川芎外 

的其余药材，按2．2．2供试品溶液制备方法制成空 

白对照溶液。 

2．3 线性关系的考察 精密量取 2．2．1项下对照 

品储备液 1．0、2．0、4．0、6．0、8．0 m1分别置25 ml容 

量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀。精密吸取 20 

注入液相色谱仪，记录结果见表2，以峰面积(A)为 

纵坐标，浓度(C)为横坐标，进行线性回归，回归方 

程为：A=95966．8C一99492．4，r=0．9999。实验结 

果表明阿魏酸在 8．112～64．896 g／ml浓度范围内 

有良好的线性关系。用阿魏酸对照品储备液加甲醇 

逐步稀释，以信噪比为3：1相应的阿魏酸的量确定 

最低检测限，测得最低检测限为4．1 ng。 

表 2 阿魏酸标准曲线测定值 

浓度 C( g／m1) 峰面积 A 

8．1l2 

16．224 

32．448 

48．672 

64．896 

2．4 精密度试验 精密量取阿魏酸对照品储备液 

1．0 ml置 25 ml容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇 

匀。精密吸取 20 l注入液相色谱仪，连续进样 5 

次，测定峰面积值，计算相对标准偏差(RSD)为 

0．96％，表明精密度良好，结果见表 3。 

表 3 精 密度测定结果 

供试品 峰面积 A RSD(％) 

689387 

692835 

694328 

69767l 

70687l 

2．5 回收率试验 精密量取已知含量的样品9份， 

每份 50 ml，分别精密加入 阿魏酸对照 品溶 液 

(16．224 Ixg／ml、32．448 Ixg／ml、48．672 ixg／m1)5 ml， 

混匀。按2．2．2项下制备方法制备所需溶液，在上 

述色谱条件下测定含量，计算回收率，结果见表4。 

表4 回收率测定结果 

161．65 

l61．65 

161．65 

l61．65 

161．65 

161．65 

243．36 393．060 95．09 

243．36 402．555 98．99 

243．36 403．840 99．52 

2．6 稳定性试验 本实验条件下同一供试品溶液， 

分别于 1、2、4、8、12 h测定阿魏酸的峰面积，结果峰 

面积测定值基本不变，RSD为 1．83％，证明供试品 

溶液的稳定性良好。 

2．7 重现性试验 精密量取同一供试品溶液，按 

2．2．2项下制备方法平行制备 5份供试品溶液，依 

法测定峰面积，结果样品中阿魏酸的平均含量为 

3．2l7 ml，RSD为 2．51％。 

2．8 样品含量的测定 取 3批样品 (080324、 

080410、080508)按2．2．2项下制备方法制备供试 

品溶液，精密吸取20 l注入液相色谱仪，记录峰面 

积。另取阿魏酸对照品溶液(16．224 g／m1)，同法 

测定，以外标法计算，结果脑通络样品中阿魏酸的含 

量分别为5．207、3．233、5．590 g／ml。 

3 讨 论 

本文参照有关文献 采用高效液相法测定阿 

魏酸含量，但杂质峰干扰较大，检测周期超过50分 

钟，改用梯度洗脱方法，20分钟可完成检测；即先用 

37％的甲醇洗脱杂质，6分钟后浓度调整为 32％， 

阿魏酸组分可以分离完全，且杂质不干扰测定，11 

分钟后增加甲醇的百分比量，促使杂质组分快速出 

峰，缩短洗脱时间，待基线平稳后，将流动相恢复至 

初始浓度，缩短了检测周期，提高了检测准确度。 

流动相的pH对阿魏酸的保留时间影响非常明 

显 ，pH降低，阿魏酸的保留时间会增加，在流动 

相中加人三乙胺提高 pH可缩短组分的保留时间， 

使峰形更加对称，减少峰的拖尾。经实验比较，最终 
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确定用三乙胺调节流动相的 pH在 4．13～4．17范 

围内。 

阿魏酸为酸性化合物，在弱碱性环境中极不稳 

定，本实验先用稀盐酸调节溶液 pH至 1～2，再用乙 

醚提取，以确保阿魏酸的稳定性。温度对阿魏酸受 

热也有一定的影响，温度过高，会造成阿魏酸的损 

失，结合乙醚的沸程，选择 45℃水浴挥干。另外由 

于阿魏酸分子含有一个酚羟基和一个与苯环共轭的 

双键，对光不稳定，所以配制时应该避光操作，临用 

前新鲜配制 。 

由于中药原药材成分复杂，含量差异较大，本实 

验测定的3批样品中阿魏酸的含量有较大差异。作 

为复方制剂的主要成分，应制定质量标准，控制其制 

剂质量，以保证制剂的质量稳定，保证临床疗效。 
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