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(57)摘要

本发明提供一种丝瓜络标准汤剂的超高效

液相色谱检测方法及其应用。该方法通过测定丝

瓜络标准汤剂中的有效成分成分芹菜素‑7‑O‑

β‑D‑葡萄糖醛酸苷的含量，来检测丝瓜络标准

汤剂。该方法在检测时，检测基线平稳、分离度

高，耐用性好，操作简便，结果准确，重复性、稳定

性良好，回收率可靠，极大缩短了检测时间，提升

了检测效率，减少了有机溶剂的消耗，更加经济

环保；为丝瓜络药物的质量标准研究提供了一套

快速高效可行的检测方法。
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1.一种丝瓜络标准汤剂的超高效液相色谱检测方法，其包括以下步骤：

1）以芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷作为对照品，制备对照品溶液；以丝瓜络标准汤剂

作为供试品，制备供试品溶液；

2）分别对所述对照品溶液和所述供试品溶液进行UPLC分析，获得各自的UPLC图谱；

3）基于所述对照品溶液的UPLC图谱，确定所述供试品溶液的UPLC图谱中与所述对照品

对应的色谱峰，并利用所述色谱峰的峰面积，按照峰面积归一化法计算所述丝瓜络标准汤

剂中芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷的含量，以完成所述丝瓜络标准汤剂的检测；

其中，所述步骤2）中UPLC分析的条件包括：

色谱柱：十八烷基硅烷键合硅胶色谱柱；

流动相：二元流动相体系，流动相A为乙腈，流动相B为水或体积浓度为0.1%的甲酸水溶

液；

洗脱方式：等度洗脱，流动相A和流动相B的体积比为1:4；

检测波长：270或350nm。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述步骤1）中制备对照品溶液的方法包括

下列步骤：取芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷对照品，精密称定，加入溶剂溶解，即得；

所述步骤1）中制备对照品溶液的溶剂为水、甲醇、乙醇、甲醇与水的混合物或乙醇与水

的混合物；

所述步骤1）中对照品溶液的浓度为1‑15μg/ml。

3.根据权利要求2所述的方法，其特征在于，所述步骤1）中制备对照品溶液的溶剂为甲

醇水溶液。

4.根据权利要求3所述的方法，其特征在于，所述步骤1）中制备对照品溶液的溶剂为体

积浓度为30%‑70%的甲醇水溶液。

5.根据权利要求4所述的方法，其特征在于，所述步骤1）中制备对照品溶液的溶剂为体

积浓度为70%的甲醇水溶液。

6.根据权利要求2所述的方法，其特征在于，所述步骤1）中对照品溶液的浓度为7μg/

ml。

7.根据权利要求1或2所述的方法，其特征在于，所述步骤1）中制备供试品溶液的方法

包括下列步骤：取丝瓜络标准汤剂，精密称定，精密加入溶剂，精密称定，提取后再次精密称

定，加入溶剂补足减失的重量，摇匀，滤过，取续滤液，即得；

所述步骤1）中制备供试品溶液的溶剂为水、甲醇、乙醇、甲醇与水的混合物或乙醇与水

的混合物。

8.根据权利要求7所述的方法，其特征在于，所述步骤1）中制备供试品溶液的溶剂为体

积浓度为30%‑70%的甲醇水溶液、乙醇水溶液或水。

9.根据权利要求8所述的方法，其特征在于，所述步骤1）中制备供试品溶液的溶剂为体

积浓度为30%‑70%的甲醇水溶液。

10.根据权利要求9所述的方法，其特征在于，所述步骤1）中制备供试品溶液的溶剂为

体积浓度为70%的甲醇水溶液。

11.根据权利要求7所述的方法，其特征在于，所述提取包括超声处理、振摇提取和/或

加热回流提取。

权　利　要　求　书 1/2 页

2

CN 112730671 B

2



12.根据权利要求11所述的方法，其特征在于，所述提取为超声提取。

13.根据权利要求11所述的方法，其特征在于，提取时间为15‑60分钟。

14.根据权利要求13所述的方法，其特征在于，提取时间为15‑45分钟。

15.根据权利要求14所述的方法，其特征在于，提取时间为30分钟。

16.根据权利要求11或13所述的方法，其特征在于，所述丝瓜络标准汤剂与溶剂的用量

比为1g:15‑60ml。

17.根据权利要求16所述的方法，其特征在于，所述丝瓜络标准汤剂与溶剂的用量比为

1g:30ml。

18.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述步骤2）中UPLC分析的条件包括：

色谱柱：Hypersil  GOLD  Aq  VANQUISH色谱柱、ACQUITUY  UPLC  BEH  C18色谱柱或

ZORBAX  SB‑C18色谱柱；

流动相：二元流动相体系，流动相A为乙腈，流动相B为体积浓度为0.1%的甲酸水溶液；

洗脱方式：等度洗脱，流动相A和流动相B的体积比为1:4；

检测波长：350nm。

19.根据权利要求1或18所述的方法，其特征在于，所述UPLC分析的条件还包括：

流速：0.22‑0.28ml/min；

柱温：35‑45℃；

进样量：1‑3μl。

20.根据权利要求19所述的方法，其特征在于，所述UPLC分析的条件还包括：

流速：0.25ml/min；

柱温：40℃；

进样量：2μl。

21.根据权利要求1‑20任一项所述的丝瓜络标准汤剂的超高效液相色谱检测方法在丝

瓜络药物的质量检测和/或质量控制中的应用。

22.根据权利要求21所述的应用，所述丝瓜络药物包括丝瓜络药材、丝瓜络标准汤剂以

及丝瓜络配方颗粒中的任一种。
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一种丝瓜络标准汤剂的超高效液相色谱检测方法及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于药物分析技术领域，涉及丝瓜络标准汤剂的超高效液相色谱检测方

法，以及该检测方法的具体应用。

背景技术

[0002] 丝瓜络为葫芦科植物丝瓜Luffa  cylindrica(L .)Roem .的干燥成熟果实的维管

束，别名丝瓜筋、丝瓜布、丝瓜壳等，国外叫植物海绵。

[0003] 丝瓜络具有祛风，通络，活血，下乳的功效。传统用药主要用于痹痛拘挛，胸胁胀

痛，乳汁不通，乳痈肿痛等症；另，炒炭(即丝瓜络炭)可以止血，用于治疗便血，崩漏等症。现

代药理研究表明其具有利尿消肿、祛痛风、降血脂、降血糖、抗氧化、预防心肌缺血等作用，

临床可用于治疗黄褐斑、面部带状疱疹、乳腺增生、急性乳腺炎、高血压、脂肪肝、软组织损

伤、静脉输液外渗和糖尿病足等。

[0004] 目前发现丝瓜络中主要含有多糖类及酸、酯、烷类化合物，以及少量蛋白质、氨基

酸、黄酮、香豆素、萜内酯及生物碱等化学成分。关于丝瓜络的含量测定研究主要集中在利

用紫外分光光度法测定多糖方面，比如：田健等利用紫外可见分光光度法测定丝瓜络配方

颗粒中多糖的含量(非专利文献1)；于洁等利用苯酚‑硫酸法测定河南丝瓜络多糖的含量

(非专利文献2)；林颖等测定广东丝瓜络的多糖含量(非专利文献3)。

[0005] 丝瓜络在我国各地均有种植，具有较高的药用价值，为我国传统的出口中药之一。

丝瓜原产印度或亚洲南部热带区域，自宋代、明代传入我国以来开始食其瓜、用其络，由南

至北，广泛栽培，逐渐形成丰富的具有地方特色的丝瓜种质。在中国，南北均有栽培，品种丰

富，广东、广西等华南地区以栽培有棱丝瓜为主，其他地区以栽培无棱丝瓜为主。但关于其

含量测定方法的报道较少，主要集中于多糖的测定，其操作复杂，耗时长，准确性较差，不具

有专属性。

[0006] 另外，关于丝瓜络的有效成分黄酮类化合物方面的研究报道较少，翟影等研究表

明丝瓜络中的黄酮类成分具有抗炎作用，可能为抗风湿的活性成分群(非专利文献4)。现今

为止，没有文献报道丝瓜络含有黄酮类化合物芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷。文献研究表

明黄酮类化合物具有免疫激活、抗病毒、抗氧化、抗癌等多方面的生物活性。因此，将黄酮类

成分作为检测对象具有一定意义。

[0007] 近几年，标准汤剂研究广受关注，俨然成为中药配方颗粒和经典名方复方制剂质

量控制中的主角。标准汤剂最能体现临床用药形式，标准汤剂作为中药整体质量控制模式

的思路越来越清晰。现行的中药饮片标准汤剂定量指标的选择都是基于现版《中国药典》，

但对丝瓜络而言，现行药典未有含量指标。

[0008] 因此，有必要建立寻找一种专属性强、稳定性高、重复性好、尤其适合在规模化生

产中检测与监控丝瓜络药材、含有丝瓜络的中药制剂、或丝瓜络标准汤剂的内在质量的新

的分析手段，使其达到检测不同产地、不同来源丝瓜络药材的目的。

[0009] 现有技术文献
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[0010] 非专利文献1：田健，朱凯，紫外可见分光光度法测定丝瓜络配方颗粒中多糖含量

[J]，长春中医药大学学报，2016，32(05)：917‑919.

[0011] 非专利文献2：于洁，程迪，董丽，苯酚‑硫酸法测定河南丝瓜络多糖的含量[J]，新

乡医学院学报，2008，25(1)：36‑38.

[0012] 非专利文献3：林颖，徐必达，周诚等，广东丝瓜络多糖含量测定[J]，江西中医学院

学报，2006，18(2)：37‑38.

[0013] 非专利文献4：翟影，许娇娇，滕杭飞，张旭，基于抗风湿作用酒制丝瓜络的工艺研

究[J]，广东化工，2017，44(17)：5、27‑28.

发明内容

[0014] 发明要解决的问题

[0015] 本发明为了解决现有技术中的以上技术问题，而提出了一种专属性强、稳定性高、

重复性好、操作简单且检测周期短、成本低，检测效率高的丝瓜络标准汤剂的UPLC检测方

法。

[0016] 用于解决问题的方案

[0017] 本发明通过深入研究后首次发现：丝瓜络中含有芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷，

并以该化合物作为丝瓜络的检测指标，结果意外地发现通过检测丝瓜络标准汤剂中的芹菜

素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷，可以获得专属性强、稳定性高、重复性好、操作简单且检测周期

短、成本低，检测效率高的检测丝瓜络标准汤剂的UPLC检测方法，从而完成了本发明。

[0018] 在一个技术方案中，本发明提供一种丝瓜络标准汤剂的超高效液相色谱检测方

法，其包括以下步骤：

[0019] 1)以芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷作为对照品，制备对照品溶液；以丝瓜络标准

汤剂作为供试品，制备供试品溶液；

[0020] 2)分别对所述对照品溶液和所述供试品溶液进行UPLC分析，获得各自的UPLC图

谱；

[0021] 3)基于所述对照品溶液的UPLC图谱，确定所述供试品溶液的UPLC图谱中与所述对

照品对应的色谱峰，并利用所述色谱峰的峰面积，按照峰面积归一化法计算所述丝瓜络标

准汤剂中芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷的含量，以完成所述丝瓜络标准汤剂的检测。

[0022] 在一个实施方式中，所述步骤1)中制备对照品溶液的方法包括下列步骤：取芹菜

素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷对照品，精密称定，加入溶剂溶解，即得。

[0023] 优选地，所述步骤1)中制备对照品溶液的溶剂包括水、甲醇、乙醇及甲醇或乙醇与

水的混合物，优选甲醇水溶液，更优选体积浓度为30％‑70％的甲醇水溶液，进一步优选体

积浓度为70％的甲醇水溶液。

[0024] 优选地，所述步骤1)中对照品溶液的浓度为1‑15μg/ml，优选7μg/ml。

[0025] 在一个实施方式中，所述步骤1)中制备供试品溶液的方法包括下列步骤：取丝瓜

络标准汤剂，精密称定，精密加入溶剂，精密称定，提取后再次精密称定，加入溶剂补足减失

的重量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

[0026] 优选地，所述步骤1)中制备供试品溶液的溶剂包括甲醇、乙醇、水及甲醇或乙醇与

水的混合物，优选体积浓度为30％‑70％的甲醇水溶液、乙醇水溶液或水，更优选体积浓度
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为30‑70％的甲醇水溶液，进一步优选体积浓度为70％的甲醇水溶液。

[0027] 优选地，所述提取包括超声处理、振摇提取和加热回流提取，优选超声提取。

[0028] 优选地，提取时间为15‑60分钟，优选15‑45分钟，更优选30分钟。

[0029] 优选地，超声提取的时间为15‑60分钟，优选15‑45分钟，更优选30分钟。

[0030] 优选地，丝瓜络标准汤剂与溶剂的用量比为1g:15‑60ml，优选1g:30ml。

[0031] 在一个实施方式中，所述步骤2)中UPLC分析的条件包括：

[0032] 色谱柱：十八烷基硅烷键合硅胶(ODS)色谱柱，优选Hypersil  GOLD  Aq  VANQUISH

色谱柱、ACQUITUY  UPLC  BEH  C18色谱柱或ZORBAX  SB‑C18色谱柱；

[0033] 流动相：二元流动相体系，流动相A为乙腈，流动相B为水或体积浓度为0.1％的甲

酸水溶液，优选流动相B为体积浓度为0.1％的甲酸水溶液；

[0034] 洗脱方式：等度洗脱，流动相A和流动相B的体积比为1:4；

[0035] 检测波长：270或350nm，优选350nm。

[0036] 优选地，所述UPLC分析的条件还包括：

[0037] 流速：0.22‑0.28ml/min，优选0.25ml/min；

[0038] 柱温：35‑45℃，优选40℃；

[0039] 进样量：1‑3μl，优选2μl。

[0040] 在另一个技术方案中，本发明还提供上述丝瓜络标准汤剂的超高效液相色谱检测

方法在丝瓜络药物的质量检测和/或质量控制中的应用。

[0041] 优选地，所述丝瓜络药物包括丝瓜络药材、丝瓜络标准汤剂、以及丝瓜络配方颗粒

中的任一种。

[0042] 发明的效果

[0043] 与现有技术相比，本发明具有如下有益效果：

[0044] (1)本发明通过采用超高效液相色谱法，并对色谱条件进行合理控制，来测定丝瓜

络标准汤剂中芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷的含量，建立丝瓜络标准汤剂含量测定指标，

可以为丝瓜络药物的内在质量控制提供新的分析手段。

[0045] (2)采用本发明的方法进行检测时，检测基线平稳，分离度高，耐用性好；另外，该

方法操作简单，结果准确，重现性和稳定性好，回收率可靠，检测周期短，检测成本低，检测

效率高，为规范丝瓜络药物的市场和合理开发提供依据。

附图说明

[0046] 图1为芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷在200～400nm波长下的UV图谱；

[0047] 图2为丝瓜络标准汤剂的UPLC图谱；

[0048] 图3为不同提取溶剂条件下丝瓜络标准汤剂的UPLC图谱；

[0049] 图4为不同提取方法条件下丝瓜络标准汤剂的UPLC图谱；

[0050] 图5为不同提取体积条件下丝瓜络标准汤剂的UPLC图谱；

[0051] 图6为不同提取时间条件下丝瓜络标准汤剂的UPLC图谱；

[0052] 图7为对照品的线性关系图；

[0053] 图8为丝瓜络标准汤剂专属性试验；

[0054] 图9为丝瓜络标准汤剂延迟性试验；
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[0055] 图10为丝瓜络标准汤剂在不同流速考察条件下的UPLC图谱；

[0056] 图11为丝瓜络标准汤剂在不同柱温考察条件下的UPLC图谱；

[0057] 图12为丝瓜络标准汤剂在不同色谱柱考察条件下的UPLC图谱。

具体实施方式

[0058] 为了更好地说明本发明，在下文的具体实施方式中给出了众多的具体细节。本领

域技术人员应当理解，没有某些具体细节，本发明同样可以实施。在另外一些实例中，对于

本领域技术人员熟知的方法、手段、器材和步骤未作详细描述，以便于凸显本发明的主旨。

[0059] [标准汤剂]

[0060] 2016年8月国家药典委员会在《中药配方颗粒质量控制与标准制定技术要求(征求

意见稿)》和2017年10月原国家食品药品监督管理总局在《中药经典名方复方制剂简化注册

审批管理规定(征求意见稿)》分别提出了“标准汤剂”的概念，即标准汤剂是在中医药理论

指导下，按照临床汤剂煎煮流程的规范化操作。固液分离，经适当浓缩的方法干燥制得；以

古代医籍中记载的经典名方制备方法为依据制备的浓缩浸膏或冻干品。标准汤剂是作为参

照物的作用。标准汤剂中的“标准”主要涵盖了中药材的来源、提取工艺的统一性及质控的

严谨性等。

[0061] 中药标准汤剂作为一种标准物质和标准体系，不仅确保临床用药的疗效，还可用

于标化衡量临床用药的其他机型，从影响汤剂“标准”因素综合分析探讨，规范煎煮过程，确

保临床用药的准确性和疗效的一致性，也为配方颗粒、经典名方、中药复方等研究提供参考

(参见李艳等,中药标准汤剂的研究与思考，中草药，2018，49(17)：3977‑3980.)。

[0062] [芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷]

[0063] 本发明中的芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷，CAS号为：29741‑09‑1，分子式：

C21H18O11，分子量：446.36。

[0064] 以下将结合具体的实施例来进一步阐述本发明中的技术方案。本领域技术人员容

易理解的是，下列实施例中所描述的具体实验条件及其结果仅用于说明本发明，而不应当

且不会被理解为用于限制本发明。在不偏离本发明的精神和范围的情况下，可以对本发明

的细节和形式进行修改和替换，但这些修改和替换均落入本发明的保护范围之内。此外，除

非另有说明，下列实施例中所使用的仪器、材料、试剂等均可通过常规商业手段获得。

[0065] 实施例1：丝瓜络标准汤剂的UPLC检测方法

[0066] 仪器、试剂与样品

[0067] Waters  Acquity  UPLC超高效液相色谱仪(Waters公司)；Empower  3工作站

(Waters公司)；Agilent  G6530  Accurate‑Mass  Q‑TOF质谱联用仪(Agilent公司)；Agilent 

Mass  Hunter  Workstation数据采集及定性分析软件(Agilent公司)；ME204E/02型电子分

析天平(梅特勒‑托利多仪器(上海)有限公司)；KQ‑250B超声清洗机(昆山市超声仪器有限

公司)；纯水系统(Sartorius公司)；GKC114型控温水浴锅(南通华泰实验仪器有限公司)；

AS165W型离心机(亚速旺(上海)商贸有限公司)。乙腈(色谱纯，Thermo  Fisher公司)；水为

超纯水；甲酸(色谱纯，aladdin公司)；其它试剂均为分析纯。

[0068] 芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷(编号：ST0820120MG‑3075)购于上海诗丹德生物

科技有限公司，供含量测定用，含量分别以98％计，使用前无须处理。
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[0069] 丝瓜络标准汤剂为丝瓜络饮片经炮制而得，具体步骤如下：

[0070] 取丝瓜络饮片(YP13)100g，称定，置砂锅中，加入1100ml水浸泡30min，采用YMW机

械分体煎药壶，先武火煮沸，再文火煎煮30min，趁热过滤，滤液冷水浴冷却；二煎加900ml

水，武火煮沸后，再文火煎煮25min，趁热过滤，滤液冷水浴冷却，冷冻干燥，即得丝瓜络标准

汤剂。

[0071] 丝瓜络饮片由江阴市天江药业有限公司提供，具体产地如下表：

[0072] 表1.丝瓜络饮片产地

[0073]

[0074] 对照品溶液的制备

[0075] 取芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷对照品适量，精密称定，加70％甲醇制成每1ml

含7μg的溶液，即得。

[0076] 供试品溶液的制备

[0077] 取丝瓜络标准汤剂约0.5g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入70％甲醇15ml，

称定重量，超声处理(功率250W，频率40kHz)30分钟，放冷，再称定重量，用70％甲醇补足减

失的重量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

[0078] 4.色谱条件的确定

[0079] 4.1检测波长的确定

[0080] 采集对照品溶液在200～400nm波长下的UV光谱图，结果如图1所示，通过对光谱图

的分析可知，在270nm及350nm波长处存在明显的UV吸收峰，均可以用作检测波长，但考虑到

350处的响应值更大，因此，最终确定丝瓜络标准汤剂中芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷含

量测定的检测波长为350nm。

[0081] 4.2流动相的选择

[0082] 以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂(柱长为100mm，内径为2.1nm，粒径为1.8μm)；

以乙腈‑0.1％甲酸溶液(20：80)为流动相；流速为每分钟0.25ml；柱温为40℃；检测波长为

350nm。理论板数按芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷峰计算应不低于5000。

[0083] 采用该流动相检测基线平稳，目标成分分离度良好，检测时间10分钟内可完成，见
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图2。

[0084] 4.3供试品溶液的制备条件考察

[0085] (1)提取溶剂的考察

[0086] 取丝瓜络标准汤剂约0.5g，平行5份，精密称定，置具塞锥形瓶中，分别精密加入体

积浓度为100％的甲醇、70％的甲醇、50％的甲醇、30％的甲醇、水各15ml，称定重量，超声处

理(功率250W，频率40kHz)30分钟，放冷，再称定重量，用相应的溶剂补足减失的重量，摇匀，

滤过，取续滤液，即得供试品溶液。分别精密吸取各供试品溶液2μl，注入液相色谱仪，按第

4.2项下的色谱条件进样，得到在不同提取溶剂下，丝瓜络标准汤剂中芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡

萄糖醛酸苷含量测定的考察结果(表2，图3)。

[0087] 结论：采用体积浓度为100％的甲醇、70％的甲醇、50％的甲醇、30％的甲醇、水作

为提取溶剂时，芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷含量接近。从提取充分的角度考虑，选择体

积浓度为70％的甲醇作为最终的提取溶剂。

[0088] 表2.不同提取溶剂的比较

说　明　书 6/17 页

9

CN 112730671 B

9



[0089]

[0090] (2)提取方式的考察

[0091] 取丝瓜络标准汤剂约0.5g，平行3份，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入70％甲

醇15ml，密塞，称定重量，分别超声处理(功率250W，频率40kHz)、加热回流、振摇提取30分

钟，放冷，再称定重量，用70％甲醇补足减失的重量，摇匀，滤过，取续滤液，即得供试品溶

液。分别精密吸取各供试品溶液2μl，注入液相色谱仪，按第4.2项下的色谱条件进样，得到

在不同提取方式下，丝瓜络标准汤剂中芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷含量测定的考察结

果(见表3，图4)。

[0092] 结论：三种提取方式的提取结果接近。其中加热回流的提取方式操作较为复杂，振

摇提取方式容易使提取不完全，因此，从提取操作简便性和提取结果稳定性方面考虑，选择

提取方式为超声处理。

[0093] 表3.提取方式的比较
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[0094]

[0095] (3)提取体积的考察

[0096] 取丝瓜络标准汤剂约0.5g，平行3份，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入70％甲

醇10ml、15ml、25ml，密塞，称定重量，分别超声处理(功率500W，频率40kHz)30分钟，取出，放

冷，再称定重量，用70％甲醇补足减失的重量，摇匀，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。分别

精密吸取各供试品溶液2μl，注入液相色谱仪，按“4.2”项下色谱条件进样，得到在不同提取

体积下，丝瓜络标准汤剂中芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷含量测定的考察结果(见表4，图

5)。

[0097] 结论：当标汤样品用量约为0.5g，提取溶剂体积为10ml、15ml、25ml时，三者提取效

率均相近，从节省溶剂的角度及萃取方便综合考虑，确定提取体积为15ml。

[0098] 表4.提取体积的比较
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[0099]

[0100] (4)提取时间的考察

[0101] 取丝瓜络标准汤剂约0.5g，平行3份，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入70％甲

醇15ml，密塞，称定重量，分别超声处理(功率250W，频率40kHz)15分钟、30分钟、45分钟，取

出，放冷，再称定重量，用70％甲醇补足减失的重量，摇匀，滤过，取续滤液，即得供试品溶

液。分别精密吸取各供试品溶液2μl，注入液相色谱仪，按“4.2”项下色谱条件进样，得到在

不同提取时间下，丝瓜络标准汤剂中芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷含量测定的考察结果

(见表5，图6)。

[0102] 结论：不同超声处理时间，丝瓜络标准汤剂中的芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷含

量较为接近，为保证提取完全，提取时间采用30分钟。

[0103] 表5.提取时间的比较
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[0104]

[0105] 综合以上结果，检测丝瓜络标准汤剂的色谱条件为：以十八烷基硅烷键合硅胶为

填充剂(柱长为100mm，内径为2.1nm，粒径为1.8μm)；以乙腈‑0.1％甲酸溶液(20：80)为流动

相；流速为每分钟0.25ml；柱温为40℃；检测波长为350nm。理论板数按芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡

萄糖醛酸苷峰计算应不低于5000。

[0106] 供试品溶液的制备方法为：取丝瓜络标准汤剂约0.5g，精密称定，置具塞锥形瓶

中，精密加入70％甲醇15ml，称定重量，超声处理(功率250W，频率40kHz)30分钟，放冷，再称

定重量，用70％甲醇补足减失的重量，摇匀，滤过，取续滤液，即得。

[0107] 5.方法学验证

[0108] 5.1线性

[0109] 分别精密吸取混合对照品溶液(芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷浓度为

0.03195mg/ml)0.1μl、0.2μl、0.5μl、0.8μl、1.0μl、1.2μl、1.5μl、2.0μl、2.5μl注入液相色

谱仪，按以上确定的色谱条件进样，以峰面积积分值为纵坐标，各成分进样量(μg)为横坐

标，绘制标准曲线，芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷回归方程：Y＝‑2036 .921075+

1035430435X，R＝0.9999，结果见表6，图谱见图7。

[0110] 结果表明：对照品溶液中芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷的进样量在0.00003μg～

0.000080μg范围内，与峰面积值呈良好的线性关系。

[0111] 表6.对照品峰面积积分值与进样量关系
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[0112]

[0113] 5.2精密度试验

[0114] (1)仪器精密度试验

[0115] 精密吸取供试品溶液，注入液相色谱仪，按以上确定的色谱条件进样，连续进样6

次，记录其峰面积，计算相对标准偏差，结果见下表7。

[0116] 结果：仪器精密度，试验良好。

[0117] 表7.仪器精密度试验

[0118]

[0119] 5.3重复性试验

[0120] 取丝瓜络标准汤剂样品约0.5g，精密称定，平行6份，分别按上述供试品溶液的制

备方法制备供试品溶液，按照以上确定的色谱条件分别进样1μl，测定芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡

萄糖醛酸苷峰面积，计算其含量及RSD，结果见表8。

[0121] 结果：重复性试验(RSD％＝0.88％)良好。

[0122] 表8.丝瓜络标准汤剂样品的重复性试验
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[0123]

[0124] 5.4中间精密度

[0125] 取丝瓜络标准汤剂样品，分别由两个实验员按以上确定的供试品溶液制备方法制

备3份供试品溶液，分别按照以上确定的色谱条件于不同时间在相同仪器上(Waters‑

ACQUIYT‑UPLC‑H‑Class，超高效液相色谱系统)分别进样1μl，测定其峰面积值，并计算其含

量，计算其RSD，结果见表9。

[0126] 结果：中间精密度(RSD％＝0.88％)良好。

[0127] 表9.中间精密度试验
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[0128]

[0129] 5.5准确度试验

[0130] 取丝瓜络标准汤剂样品(芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷：0.21mg/g)，平行六份，

精密称定，分别加入与0.25g样品含量相同的芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷对照品溶液，

按以上确定的供试品溶液制备方法制成加样回收供试品溶液，按以上确定的色谱条件进

样，分别进样1μl，以下列公式计算回收率，RSD，结果见表10。

[0131]

[0132] 结果：芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷回收率在85％～110％之间，准确度试验良

好。

[0133] 表10.准确度试验
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[0134]

[0135] 5.6专属性试验

[0136] 取空白溶剂，芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷对照品溶液，供试品溶液，按以上确

定的色谱条件各进样1μl，结果见图8。

[0137] 结论：由结果可知，溶剂对芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷没有干扰，具有较强的

专属性。

[0138] 5.7延迟性试验

[0139] 取丝瓜络标准汤剂样品1份，按以上确定的色谱条件进样分析，在相同的色谱条件

上，保持乙腈比例最高时的洗脱梯度，洗脱时间延长一倍，记录色谱图，结果见图9。

[0140] 结论：原梯度洗脱结束后无明显色谱峰流出，表明该色谱条件基本满足了信息量

最大的原则。

[0141] 5.8耐用性试验

[0142] 1)稳定性试验

[0143] 取丝瓜络标准汤剂样品1份，按以上确定的供试品溶液的制备方法制备供试液，按

以上确定的色谱条件进样分析，每隔2小时进样1μl，测定峰面积值，计算其RSD，共测定12小

时，结果见表11。

[0144] 结果：供试品溶液在12小时内稳定性良好(RSD％＜2.0％)。

[0145] 表11.稳定性试验测定结果
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[0146]

[0147] 2)不同流速考察

[0148] 取丝瓜络标准汤剂样品1份，按以上供试品溶液的制备方法制备供试品溶液，考察

0.22ml/min、0.25ml/min、0.28ml/min三个流速，结果见表12、图10。

[0149] 结果：流速在0.22ml～0.28ml区间对样品的测定结果影响较小，耐用性良好，因为

0.25ml/min较为常用，将流速最终确定为0.25ml/min。

[0150] 表12.不同流速考察

[0151]

[0152] 3)不同柱温考察

[0153] 取丝瓜络标准汤剂样品1份，按以上确定的供试品溶液的制备方法制备供试品溶

液，考察35℃、40℃、45℃三个温度，结果见表13、图11。

[0154] 结果：柱温35℃时，芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷峰形及分离度较差；柱温在40

℃～45℃区间对样品的测定结果影响较小，耐用性良好。由于45℃温度较高，色谱柱长时间

处于高温状态下，填料稳定性受到影响，最终确定柱温为40℃。

[0155] 表13.不同柱温的考察

说　明　书 15/17 页

18

CN 112730671 B

18



[0156]

[0157] 4)色谱柱考察

[0158] 取丝瓜络标准汤剂样品1份，按以上确定的供试品溶液的制备方法制备供试液，分

别采用柱1：Hypersil  GOLD  Aq  VANQUISH(Thermo，2.1×150mm，1.9μm)、柱2：ACQUITUY 

UPLC  BEH  C18(Waters，2.1×100mm，1.7μm)、柱3：ZORBAX  SB‑C18(Agilent，2.1×100mm，

1.8μm)三种色谱柱，对丝瓜络标准汤剂样品进行分析，结果见表14、图12。

[0159] 结果：三种不同型号色谱柱的分离效果均较好，保留时间适中，说明色谱柱对样品

的测定结果影响较小。

[0160] 表14.不同色谱柱的比较

[0161]

[0162] 实施例2：不同批次的丝瓜络标准汤剂的UPLC检测方法

[0163] 取16批不同产地的丝瓜络饮片(见表1)，按实施例1中制备标准汤剂相同的方法制

成标准汤剂，按实施例1确定的供试品溶液的制备方法制备供试品溶液的样品，按以上确定

的色谱条件进样分析，具体结果如下：

[0164] 表15.不同批次的丝瓜络标准汤剂的芹菜素‑7‑O‑β‑D‑葡萄糖醛酸苷的检测
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[0165]

[0166] 结果表明，采用本发明的UPLC含量检测方法能够对来自不同产地的丝瓜络的标准

汤剂进行检测。

[0167] 以上实施例仅用于阐明本发明的若干实施方案，其描述较为具体和详细，但并不

能因此而理解为对本发明的范围产生任何限制。应当明确的是，对于本领域技术人员来说，

在不脱离本发明构思的前提下，还可以做出若干变形和改进，这些都属于本发明的保护范

围之内。
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图5

图6
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