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摘要 目的：建立藏药石榴莲花散中鞣花酸和胡椒碱含量测定方法，以完善其质量标准。方法：采用高

效液相色谱法测定制剂中石榴子和诃子的鞣花酸含量，采用ODS-2 HYPERSIL C18色谱柱（4.6 mm×250 

mm，5 μm），以乙腈-0.2%磷酸（15∶85）为流动相，流速1.0 mL·min-1，检测波长254 nm，柱温

30 ℃；采用高效液相色谱法测定制剂中荜茇的胡椒碱含量，采用ODS-2 HYPERSIL C18色谱柱（4.6 

mm×250 mm，5μm），以乙腈-水（40∶60）为流动相，流速1.0 mL·min-1，检测波长343 nm，柱

温30 ℃。结果：鞣花酸进样量在5.065～25.325 μg范围内呈良好线性关系（r=0.9999），平均回收率为

97.5%，RSD=1.5%（n=6）；胡椒碱进样量在10.414～52.071 μg范围内呈良好线性关系（r=1.0000），

平均回收率为99.6%，RSD=0.6%（n=6）。结论：该方法可准确测定石榴莲花散中鞣花酸和胡椒碱的含

量，有助于提高石榴莲花散的质量标准。
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Abstract Objective:  To establish a method for the content determination of ellagic acid and piperine in 
pomegranate lotus powder, a Tibetan medicine, in order to improve its quality standard. Methods: The content of 
ellagic acid in pomegranates and chebula was determined by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). 
The column was ODS-2 HYPERSIL C18 (4.6 mm×250 mm, 5 μm), the mobile phase was acetonitrile-0.2% 
phosphoric acid (15∶85), the detection wavelength was 254 nm, the flow rate was 1.0 mL·min-1, and the 
column temperature was 30 ℃.  HPLC was used to determine piperine  of long pepper in the preparation. 
The column was ODS-2 HYPERSIL C18 (4.6 mm×250 mm, 5 μm), the mobile phase was acetonitrile-
water (40∶60), the flow rate was 1.0 mL·min-1, the detection wavelength was 343 nm, and the column temp
erature was 30 ℃. Results: There was a good linear relationship (r=0.9999) between 5.065 and 25.325 μg for 



中国药事  2020 年 2 月  第 34 卷  第 2 期216

CHINESE PHARMACEUTICAL AFFAIRS zhgysh

民族医药学是我国传统医药的重要组成部

分，藏医药是我国医药宝库中的瑰宝之一，在藏族

人民的防病治病中发挥了重要作用，以其独特的疗

效越来越被大家关注。石榴莲花散由石榴子、肉

桂、豆蔻、荜茇、波棱瓜子、黑冰片（炭）、诃

子、蔷薇花8味中藏药材组成；功能主治为温中健

胃、消食，用于“培根甲布”病、积食不化、“赤

巴”病、“木布”病、胃肠传染病等[1]。石榴子为

石榴科植物石榴Punica granatum L. 的干燥成熟种

子，藏医药临床常用石榴子入药。《晶珠本草》[2]

记载“石榴子塞珠味酸，甘，性润，治胃病，提升

胃温，治培根寒症”；肉桂，温经通脉；荜茇，温

中散寒，下气止痛；诃子，涩肠止泻，敛肺止咳，

降火利咽。藏成药石榴莲花散现行质量标准收载

于《卫生部药品标准（藏药第一册）》（1995年

版）[3]，但该标准只有【性状】和【检查】项，缺

乏【鉴别】【含量测定】项目，不能有效地控制各

组成成分的质量，从而不能有效地控制藏药制剂石

榴莲花散的质量。本研究采用高效液相色谱法对

制剂中石榴子和诃子中鞣花酸进行含量测定[4-5]，

并对制剂中荜茇的胡椒碱进行含量测定[6-7]，从而

更加有效地控制藏成药石榴莲花散的质量。

1   仪器与试药
1.1   仪器

LC-20A高效液相色谱仪（岛津公司）包括

LC-20AT四元泵，SPD-20A检测器，LC-20A HPLC

系统化学工作站；十万分之一电子天平（CP-225D

型，上海沪粤明科学仪器有限公司）；万分之一

电子天平（EL204-IC型，上海沪粤明科学仪器有

限公司）；H-250DB型超声波清洗器（45 kHz，

500 W，昆山禾创超声仪器有限公司）。

1.2   试药

石榴子对照药材（批号 121431-201002）、诃

子对照药材（批号 121015-201605）、鞣花酸对照

品（批号 11959-201602，纯度98%）、胡椒碱对

照品（批号 110775-201706，纯度98.9%）均购自

中国食品药品检定研究院。乙腈、甲醇为色谱纯

（默克公司）；水为屈臣氏蒸馏水；其他所用试剂

为分析纯。

石榴莲花散样品（来源：甘南藏族自治州藏

医药研究院4批S1，S2，S3，S4；甘肃省夏河县藏

医院3批S5，S6，S7；甘肃省碌曲县西仓寺院藏医

院3批S8，S9，S10）。

2   方法与结果
2.1   鞣花酸的含量测定

2.1.1   色谱条件  

采用ODS-2 HYPERSIL-C18色谱柱（4.6 mm×

250 mm，5 μm），以乙腈-0.2%磷酸（15∶85）为

流动相，流速1.0 mL·min-1，检测波长：254 nm，

柱温30 ℃，进样量10μL。

2.1.2   对照品溶液的制备  

精密称取鞣花酸对照品适量，加甲醇制成

253.2548μg·mL-1的溶液，作为对照品储备液。

精密吸取对照品储备液2 mL，置50 mL量瓶中，加

甲醇稀释至刻度，摇匀，即得。

2.1.3   供试品溶液的制备  

称取供试品1.0 g，精密称定，置锥形瓶中，

精密加入甲醇50 mL，称量，超声处理40 min，放

冷，用甲醇补足减失的量，滤过，取续滤液2 mL，

置10 mL量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，取续

滤液，即得。

2.1.4   阴性对照溶液的制备  

按本品处方及制备工艺制得缺石榴子和诃子

的阴性样品，照“2.1.3”节下方法制得缺石榴子和

诃子的阴性对照溶液。

2.1.5   阴性干扰试验  

分别精密吸取对照品溶液、供试品溶液及阴

性对照溶液各10μL，注入液相色谱仪。结果表

明，供试品色谱中在与对照品色谱相应位置上有色

谱峰，而阴性对照色谱中在与对照品色谱相应位置

上则未检测到峰，表明其他成分对测定结果无干

扰，见图1。

ellagic acid, and the average recovery was 97.5% with RSD of 1.5% ( n= 6). There was a good linear relationship 
(r=1.0000) between 10.414 and 52.071 μg for piperine, with an average recovery of 99.6% and RSD of 0.6% (n=6). 
Conclusion: This method  could accurately determine the content of ellagic acid and piperine in pomegranate 
lotus powder, which was helpful to improve the quality standard of pomegranate lotus powder. 
Keywords: Tibetan medicine; pomegranate lotus powder; ellagic acid; piperine
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A. 鞣花酸对照品；B. 供试品；C. 缺石榴子和诃子的阴性对照。

图1   石榴莲花散及鞣花酸对照品HPLC图

2.1.6   线性关系考察 

精密吸取“2.1.2”节下对照品储备液1、2、

3、5 mL，分别置于50 mL量瓶中，加甲醇稀释

至刻度，摇匀，精密吸取10μL注入色谱仪，在

“2.1.1”节色谱条件下测定。以峰面积为纵坐标

（Y），质量浓度为横坐标（X），得到回归方

程：Y=108.45X-118.17（r=0.9999），结果表明鞣

花酸进样量在5.065～25.325μg范围内呈良好线性

关系[8]。

2.1.7   精密度试验  

精密吸取对照品溶液10μL注入色谱仪，按

“2.1.1”节色谱条件下连续进样6次，测定鞣花酸

峰面积，计算其RSD=0.38%（n=6），表明该测定

方法精密度良好。

2.1.8   稳定性试验

取供试品溶液（样品S2），分别在0、2、4、

6、8、12、24 h测定其鞣花酸含量。结果7次测

定鞣花酸平均质量分数为0.3130%，RSD=1.29%

（n=7）。结果表明，样品溶液在24 h内稳定[8]。

2.1.9   重复性试验  

取 同 一 批 样 品 （ 样 品 S 2 ） 6 份 ， 分 别 按

“2.1.3”节下方法制备供试品溶液，按含量测定

方法测定鞣花酸含量。结果6份样品中鞣花酸平均

质量分数为0.290%，RSD=1.28%（n=6）。结果表

明，该测定方法重复性良好。

2.1.10   回收率试验 
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表 1   石榴莲花散中鞣花酸回收试验结果

取样量 /mg           样品中含量 /mg           加入量 /mg           测定量 /mg             回收率 /%          平均回收率 /%            RSD/% 

401.0                         1.297                         1.266                      2.435                       95.01                        

407.2                         1.317                         1.266                      2.459                       95.20     

404.7                         1.309                         1.266                      2.482                       96.39                      95.7                        1.5

406.7                         1.316                         1.266                      2.519                       97.56

404.5                         1.309                         1.266                      2.479                       96.27  

401.5                         1.299                         1.266                      2.407                       93.84 

表 2   10 批石榴莲花散样品中鞣花酸、胡椒碱含量测定结果

    样品编号                                                       鞣花酸 /（mg·g-1）                                          胡椒碱 /（mg·g-1）  

S1                                                                         2.968                                                                    1.192

S2                                                                         3.022                                                                    1.200

S3                                                                         2.970                                                                    1.195

S4                                                                         2.981                                                                    1.197

S5                                                                         1.429                                                                    0.621

S6                                                                         1.416                                                                    0.619

S7                                                                         1.439                                                                    0.610

S8                                                                         2.680                                                                    1.572

S9                                                                         2.668                                                                    1.560

S10                                                                       2.673                                                                    1.573

2.1.11   样品含量测定   

取10批石榴莲花散样品，分别按“2.1.3”节

下方法制备供试品溶液。精密吸取上述供试品溶

液及鞣花酸对照品溶液各10μL注入色谱仪，在

“2.1.1”节色谱条件下测定鞣花酸的质量分数，结

果见表2。

取已知鞣花酸含量的同一批样品适量（样品

S2），精密称定，平行6份，分别精密加入鞣花酸

对照品储备溶液（253.2548 μg·mL-1）5 mL，按

“2.1.3”节下方法制备供试溶液，精密吸取10μL

注入色谱仪，在“2.1.1”节色谱条件下测定，计算

加样回收率，结果见表1。试验结果表明该含量测

定方法的加样回收率符合要求。
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  A. 胡椒碱对照品；B. 供试品；C. 缺荜茇的阴性对照。

图2   石榴莲花散及胡椒碱对照品HPLC图

2.2   胡椒碱的含量测定

2.2.1   色谱条件 

采用ODS-2 HYPERSIL-C18色谱柱（4.6 mm×

250 mm，5μm），以乙腈-水（40∶60）为流动

相，流速1.0 mL·min-1，检测波长343 nm，进样量

10μL，柱温30 ℃。

2.2.2   对照品溶液的制备  

精密称取胡椒碱对照品适量置棕色量瓶中，加

甲醇制成 104.1417 μg·mL-1的溶液，作为对照品

储备液。再精密吸取对照品储备液2 mL，置10 mL

棕色量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即得。

2.2.3   供试品溶液的制备   

取“2.1.3”节下续滤液即得。

2.2.4   阴性对照溶液的制备

按本品处方及制备工艺制得缺荜茇的阴性样

品，照“2.1.3”节下供试品制备方法处理，即得缺

荜茇的阴性对照溶液。

2.2.5   阴性干扰试验  

分别精密吸取对照品溶液、供试品溶液及阴

性对照溶液各10μL，注入液相色谱仪。结果表

明，供试品色谱中在与对照品色谱相应位置上有色

谱峰，而阴性对照色谱中在与对照品色谱相应位置

上则未检测到峰，表明其他成分对测定结果无干

扰，见图2。
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2.2.11   样品含量测定   

取10批石榴莲花散样品，分别按“2.1.3”节

下方法制备供试品溶液。精密吸取上述供试品溶

液及胡椒碱对照品溶液各10μL注入色谱仪，在

“2.2.1”节色谱条件下测定，结果见表2。

3   讨论
色 谱 柱 的 选 择 ： 试 验 过 程 中 考 察 了 O D S -

2 HYPERSIL-C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）和

Agilent 5 HC-C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）色谱

柱，结果表明两根色谱柱出峰效果差别不大，因此

选择价位低的ODS-2 HYPERSIL-C18色谱柱。

流动相的选择：测定鞣花酸过程中，考察

了乙腈-0.2%磷酸（15∶85）[9]和乙腈-0.1%磷

酸（15∶85） [10]，结果表明用乙腈-0.2%磷酸

（15∶85）作流动相时色谱分离效果更好；测定胡

椒碱过程中，考察了乙腈-水（40∶60）[11]和甲醇-

水（40∶60）[12]，结果表明用乙腈-水（40∶60）

作流动相时色谱分离效果更好；因此，选择了乙

腈-0.2%磷酸（15∶85）和乙腈-水（40∶60）为

流动相。

在供试品溶液的制备过程中，超声提取时间

的选择试验了30、40、50 min，超声时间30 min

表 3   石榴莲花散中胡椒碱回收试验结果

取样量 /mg           样品中含量 /mg           加入量 /mg           测定量 /mg           回收率 /%           平均回收率 /%           RSD /% 

402.4                       0.4768                       0.5265                    0.9970                  99.37 

406.6                       0.4818                       0.5265                    0.9933                  98.51     

405.1                       0.4800                       0.5265                    1.0040                  99.75                         99.6                       0.60 

402.3                       0.4767                       0.5265                    1.0023                  99.91

406.0                       0.4811                       0.5265                    1.0064                  100.12  

405.6                       0.4806                       0.5265                    1.0073                  100.02 

2.2.6   线性关系考察

分别精密吸取上述“2.2.2”节下对照品储备

溶液1、2、3、5 mL于50 mL棕色量瓶中，加甲醇

稀释至刻度，摇匀，精密吸取10μL注入色谱仪，

在“2.2.1”节色谱条件下测定。以峰面积为纵坐

标（Y），质量浓度为横坐标（X），得到回归方

程：Y=72.128X-0.5195（r=1.0000），结果表明胡

椒碱进样量在10.414～52.071μg范围内呈良好线性

关系。

2.2.7   精密度试验  

精密吸取对照品溶液10μL注入色谱仪，按

“2.2.1”节色谱条件连续进样6次，测定胡椒碱峰

面积，计算其RSD=0.42%（n=6），表明该测定方

法精密度良好。

2.2.8   稳定性试验  

取供试品溶液（样品S3），分别在0、2、4、

6、8、12 h测定其胡椒碱含量。结果6次测定胡椒

碱平均质量分数为0.121%，RSD=0.22%（n=6）。

结果表明，样品溶液在12 h内稳定。

2.2.9   重复性试验  

取 同 一 批 样 品 （ 样 品 S 3 ） 6 份 ， 分 别 按

“2.1.3”节下方法制备供试品溶液，按含量测定方

法测定其胡椒碱含量。结果6份供试品中胡椒碱平

均质量分数为0.119%，RSD=0.58%（n=6）。结果

表明，该测定方法重复性良好。

2.2.10   回收率试验 

取已知胡椒碱含量的同一批样品适量（样品

S3），精密称定，平行6份，分别精密加入胡椒

碱对照品储备溶液（104.1417 μg·mL-1）5 mL，

按“2.1.3”节下方法制备供试品溶液，精密吸取

10μL注入色谱仪，在“2.2.1”节色谱条件下测

定，计算加样回收率，结果见表3。试验结果表明

该含量测定方法的加样回收率符合要求。
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的待测成分含量较低，超声时间40、50 min的待

测成分含量较高，且相差不大，表明超声40 min

待测成分已基本提取完全，因此选择超声提取时

间为40 min。

因胡椒碱对光十分敏感，易发生光化学歧化

作用产生异构体；故在测定荜茇中胡椒碱含量时，

取样后加入溶剂超声提取、过滤、稀释等操作过程

中，要特别注意避光，以确保实验结果的准确性。

本方法灵敏、简便，过程容易控制，重复性

好，稳定性强，阴性对照无干扰，可作为进一步提

高石榴莲花散质量的方法。
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