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吴茱萸中吴茱萸碱和吴茱萸次碱含量的HPLC测定

韦国兵，毛玲，何玲玲，张秀秀

（江西中医药大学  药学院，江西  南昌  330004）

摘要：目的：采用高效液相色谱法建立一种新的同时测定吴茱萸中吴茱萸碱和吴茱萸次碱含量的方法，为吴茱萸的质量控制提供依据。方法：采用Kromasil 100-5C18ODS2色谱柱(5μm,250mm×4.6mm)，流动相为乙腈-水(51：49)，流速：1.0mL/min，检测波长：290nm。结果：吴茱萸碱和吴茱萸次碱均在0.1～1.0μg范围内与峰面积呈良好线性关系，吴茱萸碱回归方程是Y=1130.7X+2.9721，r2=0.9998(n=6)，回收率为100.26%，RSD为1.87%；吴茱萸次碱回归方程是Y=916.84X-9.9512，r2=0.9994(n=6)，回收率为100.37%，RSD为2.64%。结论：该方法准确可靠，操作简便，可以为吴茱萸的质量控制提供依据。
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Determination of the Contents of Evodiamine and Rutaecarpine in FRUCTUS EVODIAE by HPLC

WEI Guo-bing, MAO Ling, HE Ling-ling, et al
(College of Pharmacy, Jiangxi University of Chinese Medicine, Nanchang 330004, China)

ABSTRACT：Objective: The aim is to determine a new content of evodiamine and rutaecarpine in FRUCTUS EVODIAE with HPLC and provide the basis for the quality control of FRUCTUS EVODIAE amount. Methods: The chromatographic separation was performed on Kromasil 100-5C18ODS2 column (5μm,250mm×4.6mm) with mobile phase of acetonitrlie-water(51:49) and flow rate was 1.0mL/min. The samples were detected at the wavelength of 290 nm. Results: The amount of evodiamine and rutaecarpine was respectively at the ranges of 0.1～1.0μg, which showed a good linear correlation between the ranges and the peak area. The equation of linear regression of evodiamine was Y=1130.7X+2.9721,r2=0.9998(n=6), the recovery rate of evodiamine was 100.26% and RSD was 1.87%. The equation of linear regression of rutaecarpine was Y=916.84X-9.9512, r2=0.9994(n=6), the recovery rate of rutaecarpine was 100.37% and RSD was 2.64%. Conclusions: This method is easy, fast, accurate and reliable and may provide the basis for the quality control of FRUCTUS EVODIAE.
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吴茱萸（FRUCTUS EVODIAE）是芸香科植物吴茱萸Evodia rutaecarpa (Juss.) Benth、石虎Evodia rutaecarpa (Juss.) Benth. var. officinalis (Dode)Huang或疏毛吴茱萸Evodia rutaecarpa (Juss.) Benth. var. bodinieri (Dode) Huang的干燥近成熟果实。[1]吴茱萸所含化学成分类型较多，其中生物碱和柠檬苦素类化合物为其主要有效成分。[2]吴茱萸碱和吴茱萸次碱有镇痛、抗炎、止呕、扩张血管及强心等作用，另外吴茱萸次碱还有抗胃黏膜损伤的作用。[3]吴茱萸生物碱的含量测定方法有很多，包括高效液相色谱法、液相色谱-质谱联用法、紫外分光光度法及高效毛细管电泳法等，其中高效液相色谱法是测定生物碱最常用的方法。[4,5]本实验在中药制剂含量测定HPLC方法学研究的基础上，[6,7]采用高效液相色谱法建立一种吴茱萸中吴茱萸碱和吴茱萸次碱含量测定的新方法，为吴茱萸的质量控制提供依据。
1  仪器与试剂

1.1  仪器
Agilent 1220型高效液相色谱仪[美国Agilent公司]，紫外检测器[美国Agilent公司]；Kromasil 100-5C18ODS2色谱柱(5μm,250mm×4.6mm,瑞典Kromasil公司)；HH-2数显恒温水浴锅(国华电器有限公司)；AB104-N电子天平（瑞士METTER公司）；KQ-500B超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)。
1.2  试剂
吴茱萸吴茱萸碱对照品（批号：7780-AD7C，使用前置P2O5减压干燥器中干燥12h以上使用）、吴茱萸次碱对照品（批号：BJ9V-XX5Z），均购自中国食品药品检定研究院；甲醇、乙醇、乙酸乙酯为分析纯；水为超纯水；乙腈为色谱纯；吴茱萸药材购自江西樟树药材市场（产自吴城GAP药材种植基地），经江西中医药大学药学院中药资源学科组张寿文老师鉴定为吴茱萸药材。 
2  实验方法

2.1  色谱条件
以Kromasil 100-5C18ODS2 (5μm,250mm×4.6mm)为色谱柱；流动相为乙腈-水(51：49)，流速：1.0mL/min，检测波长：290nm，进样量：10μL。
2.2  对照品溶液的制备
分别取吴茱萸碱、吴茱萸次碱对照品各约2.5mg，精密称取，加甲醇溶解并定容至25mL，配成吴茱萸碱的浓度为0.1mg/mL，吴茱萸次碱的浓度为0.1mg/mL。

2.3  样品溶液的制备
粉碎吴茱萸药材，取吴茱萸粉末约1.0g，精密称取，共加入10倍量的100%甲醇，80℃回流提取两次，第一次加入6倍量的100%甲醇，提取2.0h，第一次加入4倍量的100%甲醇，提取1.0h，放冷，滤过，滤液在分析前以0.45μm滤膜滤过，进样10μL。
2.4  方法学考察

2.4.1  线性关系考察
分别精密吸取0.5、1、2、3、4、5mL吴茱萸碱、吴茱萸次碱的对照品溶液，加甲醇稀释并定容至10mL，摇匀，在290nm波长下检测吴茱萸碱和吴茱萸次碱，进样10μL。

2.4.2  精密度试验
取吴茱萸碱和吴茱萸次碱对照品溶液，按“2.1”项下色谱条件连续进样6次，每次10μL，记录峰面积并计算峰面积的RSD。
2.4.3  重复性试验
取同一批吴茱萸药材，按“2.3”项下方法平行制备6份供试品溶液，按“1.2.1”项下色谱条件每份供试品溶液进样10μL，记录峰面积并计算峰面积的RSD。

2.4.4  稳定性试验
取同一份吴茱萸药材供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件分别于0、2、4、6、8、12 h进样分析，记录峰面积并计算峰面积的RSD。
2.4.5  加样回收试验
精确量取已知浓度的吴茱萸药材供试品溶液3份，每份0.25 mL，分别加入吴茱萸碱及吴茱萸次碱的对照品溶液，每一份分别连续进样3次，按“2.1”项下色谱条件测定，计算回收率。

2.5  样品的含量测定
精密称取吴茱萸样品1.0g，按“2.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件测定吴茱萸碱及吴茱萸次碱的平均峰面积，计算吴茱萸碱及吴茱萸次碱的含量。

3  结果与分析

3.1  方法学考察

3.1.1  线性关系考察
以对照品进样量(X，μg)为横坐标，峰面积(Y)为纵坐标绘制标准曲线，计算回归方程。研究结果表明吴茱萸碱的回归方程为Y=1130.7X+2.9721，r2=0.9998(n=6)；吴茱萸碱的回归方程为Y=916.84X-9.9512，r2=0.9994(n=6)；结果表明吴茱萸碱、吴茱萸次碱在0.1～1.0μg之间线性范围良好。

3.1.2  精密度试验
吴茱萸碱和吴茱萸次碱峰面积的RSD分别为2.01%、1.80%(n=6)，见表1，表明精密度良好。

表1  精密度试验结果表(n=6)
	组分
	第1次
	第2次
	第3次
	第4次
	第5次
	第6次
	RSD(%)

	吴茱萸碱峰面积
	3604.8
	3600.0
	3458.5
	3436.6
	3518.7
	3555.8
	2.01

	吴茱萸次碱峰面积
	3953.1
	3974.7
	3794.5
	3833.3
	3870.1
	3856.4
	1.80


3.1.3  重复性试验
吴茱萸碱和吴茱萸次碱峰面积的RSD分别为2.09%、1.83%(n=6)，见表2，表明重复性良好。

表2  重复性试验结果表(n=6)
	组分
	第1次
	第2次
	第3次
	第4次
	第5次
	第6次
	RSD(%)

	吴茱萸碱峰面积
	4019.3
	3908.3
	4075.9
	4120.8
	4095.1
	3953.9
	2.09

	吴茱萸次碱峰面积
	3933.4
	3883.8
	3775.6
	3829.4
	3971.1
	3903.2
	1.83


3.1.4  稳定性试验
吴茱萸碱和吴茱萸次碱峰面积的RSD分别为1.54%、1.83%(n=6)，见表3，结果表明，供试品在12h内稳定。

表3  稳定性试验结果表(n=6)
	组分
	0h
	2h
	4h
	6h
	8h
	12h
	RSD(%)

	吴茱萸碱峰面积
	4295.1
	4260.1
	4349.6
	4370.0
	4410.0
	4435.7
	1.54

	吴茱萸次碱峰面积
	3980.9
	4119.8
	3950.7
	4041.5
	4108.1
	4117.8
	1.83


3.1.5  加样回收试验
吴茱萸碱加入80%对应含量对照品溶液的平均回收率为99.08%，RSD为2.27%(n=3)；加入100%对应含量对照品溶液的平均回收率为100.52%，RSD为0.56%(n=3)；加入120%对应含量对照品溶液的平均回收率为101.18%，RSD为2.78%(n=3)；吴茱萸次碱加入80%对应含量对照品溶液的平均回收率为101.92%，RSD为2.44%(n=3)；加入100%对应含量对照品溶液的平均回收率为100.68%，RSD为2.96%(n=3)；加入120%对应含量对照品溶液的平均回收率为98.52%，RSD为2.52%(n=3)。吴茱萸碱和吴茱萸次碱的回收率分别见表4与表5。

表4  吴茱萸碱的加样回收试验结果表(n=3)

	编号
	样品含量（μg）
	加入对照品量（μg）
	测得总量

（μg）
	回收率

(%)
	平均回收率(%)
	RSD

(%)
	总平均回收率(%)

	1
	0.8252
	0.6602
	1.4956
	101.54
	99.08
	2.27
	100.26

	2
	0.8252
	0.6602
	1.4406
	93.22
	
	
	

	3
	0.8252
	0.6602
	1.5017
	102.48
	
	
	

	4
	0.6939
	0.6939
	1.3833
	99.36
	100.52
	0.56
	

	5
	0.6939
	0.6939
	1.3918
	100.58
	
	
	

	6
	0.6939
	0.6939
	1.3990
	101.61
	
	
	

	7
	0.5986
	0.7183
	1.2963
	97.13
	101.18
	2.78
	

	8
	0.5986
	0.7183
	1.3129
	99.45
	
	
	

	9
	0.5986
	0.7183
	1.3670
	106.97
	
	
	


表5  吴茱萸次碱的加样回收试验结果表(n=3)
	编号
	样品含量（μg）
	加入对照品量（μg）
	测得总量（μg）
	回收率

(%)
	平均回收率(%)
	RSD

(%)
	总平均回收率(%)

	1
	1.0680
	0.8544
	1.9477
	102.96
	101.92
	2.44
	100.37

	2
	1.0680
	0.8544
	1.9807
	106.82
	
	
	

	3
	1.0680
	0.8544
	1.8879
	95.97
	
	
	

	4
	0.8979
	0.8979
	1.7732
	97.48
	100.68
	2.96
	

	5
	0.8979
	0.8979
	1.7694
	97.06
	
	
	

	6
	0.8979
	0.8979
	1.8631
	107.49
	
	
	

	7
	0.7746
	0.9296
	1.6480
	93.95
	98.52
	2.52
	

	8
	0.7746
	0.9296
	1.6908
	98.55
	
	
	

	9
	0.7746
	0.9296
	1.7325
	103.05
	
	
	


3.2  样品的含量测定
根据外标法计算吴茱萸碱和吴茱萸次碱的含量，含量测定结果见表6。该吴茱萸药材的吴茱萸碱和吴茱萸次碱的含量均达到了2010版《中国药典》规定的0.15%。吴茱萸碱及吴茱萸次碱对照品、样品HPLC色谱图分别如图1、图2与图3，由图可知2种成分可达到完全分离。
表6  样品含量测定结果表

	编号
	吴茱萸碱含量

(%)
	平均吴茱萸碱含量

(%)
	吴茱萸次碱含量(%)
	平均吴茱萸次碱含量(%)

	1
	0.196
	0.193
	0.229
	0.224

	2
	0.187
	
	0.227
	

	3
	0.196
	
	0.216
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图1  吴茱萸碱对照品HPLC色谱图
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图2  吴茱萸次碱对照品HPLC色谱图

[image: image3.png]mAU

st

seLzl

4500

3500]

18

16

14

n

10




图3  吴茱萸样品HPLC色谱图

4  结论与讨论

4.1  流动相及色谱条件的选择
用高效液相色谱法测定吴茱萸生物碱的含量的流动相多用乙腈-水系统，[8-10]本试验用Kromasil 100-5C18ODS2(5μm,250mm×4.6mm)为色谱柱，以乙腈-水(47：53)、乙腈-水(49：51)、乙腈-水(51：49)为流动相在290nm检测波长下分析，综合分离度、分离时间，发现以乙腈-水(51：49)作为流动相分离效果最好，而且分离工作时间短。

4.2  样品提取条件的选择
该试验考察了甲醇、乙醇、乙酸乙酯作为提取溶剂对吴茱萸生物碱提取率的影响，结果显示，以甲醇作为提取溶剂的提取效率更高些。此外，试验还比较了不同提取温度、不同用量(倍量)、不同提取时间、不同甲醇浓度对吴茱萸生物碱提取率的影响，并设计了正交试验，正交试验设计因素水平及结果见表7。通过数据得到的吴茱萸碱和吴茱萸次碱的提取条件有些不同，因此对两种提取条件进行比较，最终确定吴茱萸生物碱的提取条件为80℃水浴条件下用10倍量的100%甲醇回流提取两次，时间3小时。
表7  正交试验设计因素水平表

	水平
	因素A
	因素B
	因素C
	因素D

	
	提取温度/℃
	甲醇用量/倍
	提取时间/h
	甲醇浓度/%

	1
	70
	10(6,4)
	2.5(1.5,1.0)
	80

	2
	80
	15(8,7)
	3.0(2.0,1.0)
	90

	3
	90
	20(11,9)
	3.5(2.0,1.5)
	100


4.3  结论

采用Kromasil 100-5C18ODS2(5μm,250mm×4.6mm)为色谱柱，乙腈-水(51：49)为流动相，在290nm检测波长下同时测定了吴茱萸中吴茱萸碱和吴茱萸次碱的含量。该方法下测定得出该吴茱萸药材的吴茱萸碱和吴茱萸次碱的含量均达到了2010版《中国药典》规定的0.15%。结果表明，该方法准确可靠，操作简便，可以为吴茱萸的质量控制提供依据。
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