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摘　要　目的：建立ＨＰＬＣ法测定姜黄素槲皮素复方自微乳（ＣＵＲＱＵＥＳＭＥＤＤＳ）的载药量和包封率。方法：采用离心法分
离游离药物，ＨＰＬＣ法测定药物含量。色谱柱：ＰｕｒｏｓｐｈｅｒＳＴＡＲＬＰＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相：乙腈４％冰醋酸
（５０∶５０），流速：１．０ｍｌ·ｍｉｎ－１，检测波长：３７０ｎｍ，柱温：３０℃，进样量：１０μｌ。结果：姜黄素和槲皮素的线性范围分别为
１０．７２８～９６．５５２μｇ·ｍｌ－１（ｒ＝０．９９９８）和１．０８～９．７２μｇ·ｍｌ－１（ｒ＝０．９９９９），平均回收率分别为９９．９８％（ＲＳＤ＝１．４６％，ｎ＝
９）和１００．３４％（ＲＳＤ＝１．０６％，ｎ＝９）。ＣＵＲＱＵＥＳＭＥＤＤＳ中姜黄素和槲皮素的包封率分别为（９５．９７#０．５０）％ 和（９５．９１#
２．５２）％，载药量分别为（２５．８２#０．１５）ｍｇ·ｇ－１和（１．８０#０．０５）ｍｇ·ｇ－１。结论：该法准确可靠，快速简便，适用于测定 ＣＵＲ
ＱＵＥＳＭＥＤＤＳ的载药量和包封率。
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　　姜黄素（Ｃｕｒｃｕｍｉｎ，ＣＵＲ）是一种从姜科植物姜
黄、郁金等的根茎中提取的天然生物活性成分，具有

显著的抗炎
［１］、抗氧化

［２］
等药理活性，在溃疡性结

肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）的治疗［３］
方面表现出良

好的效果。但由于其水溶性和稳定性较差，易在肠

道发生葡萄糖醛酸转移酶（ｕｒｉｄｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｇｌｕ
ｃｕｒｏｎｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＵＧＴ）Ⅱ相代谢［４］，限制了其临

床应用及开发。更有研究
［５，６］
表明，溃疡性结肠炎

的炎症部位存在ＵＧＴ高表达和活性增强现象，会进
一步加速姜黄素的代谢失活，进而影响其抗炎疗效

的发挥。

槲皮素（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ，ＱＵＥ）是一种多羟基黄酮类
化合物，具有抗炎、抗氧化、免疫调节等药理作

用
［７，８］。研究表明，槲皮素可以通过抑制核因子 κＢ

（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）信号通路［９］、提高免

疫反应调节的过氧化物酶体增殖物激活受体（ｐｅｒ

ｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ），减
少环氧化酶２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２，ＣＯＸ２）、诱导性一
氧化氮合成酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）
的表达发挥抗炎作用

［１０，１１］，并且能够通过对肠黏膜

葡萄糖醛酸转移酶酶ＵＧＴ１Ａ８和ＵＧＴ１Ａ１０的抑制
作用降低姜黄素的Ⅱ相代谢［１２］。

本研究通过制备姜黄素槲皮素复方自微乳
（ＣＵＲＱＵＥＳＭＥＤＤＳ），以增加疏水药物姜黄素和槲
皮素在肠道中的溶解度，改善其在炎症表面分布，提

高姜黄素在肠粘膜表面的稳定性，发挥两者的协同

抗炎效果，从而增强对溃疡性结肠炎的治疗效果。

ＣＵＲＱＵＥＳＭＥＤＤＳ制剂中药物的载药量和包封率
直接影响其对疾病的治疗效果，本文建立了一种同

时检测 ＣＵＲＱＵＥＳＭＥＤＤＳ中姜黄素和槲皮素的
ＨＰＬＣ方法，为制剂的质量评价与工艺优化奠定
基础。
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１　仪器与试药
１．１　仪器

ＬＣ２０ＡＴ型高效液相色谱仪，包括 ＳＩＬ２０Ａ自
动进样器、ＳＰＤ２０Ａ紫外检测器、ＣＴＯ１０ＡＳ柱温箱
（日本岛津公司）；ＢＴ１２５Ｄ型十万分之一电子分析
天平［赛多利斯科学仪器（北京）有限公司］；５０１Ａ
型超级恒温水浴器（上海实验仪器有限公司）；ＫＨ
７２００ＤＢ型数控超声波清洗器（昆山禾创超声仪器
有限公司）；ＲＴ１０ＰｏｗｅｒＩＫＡＷＥＲＫＥ型多点加
热磁力搅拌器（上海大迈仪器有限公司）；ＤＬ５Ｂ型
高速离心机（上海安亭科学仪器厂）。

１．２　试药
姜黄素对照品（中国食品药品检定研究院，批

号：１１０８２３２０１００４，含量：≥９８％）；槲皮素对照品
（陕西慈缘生物技术有限公司，批号：２０１００９１２，含
量：＞９８％）；姜黄素原料药（天津市福晨化学试剂
厂，批号：２０１４０３２４，含量：９５％）；槲皮素原料药（四
川协力制药有限公司，批号：Ｃ００４Ｃ１５０５０３，含量：
９６％）；丙二醇单辛酸酯（Ｃａｐｒｙｏｌ９０，法国嘉法赛公
司，批号：１４４６０３）；二乙二醇单乙基醚（Ｔｒａｎｓｃｕｔｏｌ
ＨＰ，法国嘉法赛公司，批号：１４３３３９）；聚氧乙烯氢化
蓖麻油（ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＲＨ４０，德国 ＢＡＳＦ公司，批号：
８７７１２１６８Ｅ０）；乙腈、甲醇（色谱纯，Ｆｉｓｈｅｒ公司）；水
为纯化水；其余试剂均为分析纯。

２　方法与结果
２．１　ＣＵＲＱＵＥＳＭＥＤＤＳ的制备

取 ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＲＨ ４０６．０ｇ， ＴｒａｎｓｃｕｔｏｌＨＰ
３．０ｇ，Ｃａｐｒｙｏｌ９０１．０ｇ，精密称定，置于５０ｍｌ烧杯
中，在７０℃下１００ｒ·ｍｉｎ－１磁力搅拌１０ｍｉｎ，得空白
自微乳；精密称取空白自微乳１．０ｇ，分别加入姜黄
素３０ｍｇ、槲皮素３ｍｇ，在３７℃下５０ｒ·ｍｉｎ－１磁力
搅拌 １５ｍｉｎ使之完全溶解，得 ＣＵＲＱＵＥＳＭＥＤＤＳ。
２．２　姜黄素和槲皮素的ＨＰＬＣ检测方法的建立
２．２．１　色谱条件　色谱柱：ＰｕｒｏｓｐｈｅｒＳＴＡＲＬＰＣ１８
柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相：乙腈４％冰
醋酸（５０∶５０），流速：１．０ｍｌ·ｍｉｎ－１，检测波长：３７０
ｎｍ，柱温：３０℃，进样量：１０μｌ。
２．２．２　溶液的制备
２．２．２．１　姜黄素和槲皮素对照品储备液　取姜黄
素对照品８．９４ｍｇ和槲皮素对照品０．９ｍｇ，精密称
定，分别置于１０ｍｌ棕色量瓶中，加甲醇溶解并稀释
至刻度，摇匀，即得姜黄素对照品储备液（浓度约为

８９４．００μｇ·ｍｌ－１）和槲皮素对照品储备液（浓度约
为９０．００μｇ·ｍｌ－１）。
２．２．２．２　姜黄素和槲皮素对照品溶液　精密量取
姜黄素对照品储备液１ｍｌ和槲皮素对照品储备液１
ｍｌ，分别置于 １０ｍｌ棕色量瓶中，加甲醇稀释至刻
度，摇匀，即得姜黄素对照品溶液（浓度约为８９．４０

μｇ·ｍｌ－１）和槲皮素对照品溶液（浓度约９．００μｇ·
ｍｌ－１）。
２．２．２．３　姜黄素槲皮素混合对照品储备液　精密
量取上述姜黄素对照品储备液３ｍｌ和槲皮素对照
品储备液３ｍｌ，置于同一２５ｍｌ棕色量瓶中，加甲醇
稀释至刻度，摇匀，即得（姜黄素浓度为１０７．２８μｇ·
ｍｌ－１，槲皮素浓度为１０．８０μｇ·ｍｌ－１）。
２．２．２．４　供试品溶液　取 ＣＵＲＱＵＥＳＭＥＤＤＳ
２５．００ｍｇ，精密称定，置于１０ｍｌ棕色量瓶中，加甲
醇稀释至刻度，摇匀，超声（２００Ｗ，４０ｋＨｚ）１０ｍｉｎ，
精密量取２ｍｌ，置于５ｍｌ棕色量瓶中，加甲醇稀释
至刻度，摇匀，滤过，即得供试品溶液。

２．２．２．５　阴性样品溶液　取不含药物的空白自微
乳约２５．００ｍｇ，精密称定，置 １０ｍｌ棕色量瓶中，按
“２．２．２．４”项下方法制得阴性样品溶液。
２．２．３　系统适用性试验　分别取阴性样品溶液、供
试品溶液、姜黄素对照品溶液和槲皮素对照品溶液

注入液相色谱仪，依法检测，记录色谱图（图１）。结
果表明，姜黄素和槲皮素峰形良好，保留时间分别为

１１．８９９ｍｉｎ和３．８９８ｍｉｎ，理论塔板数分别为１０４５９
和５８８３，均不低于５０００，表明分离度良好，空白自
微乳对主峰无干扰。

Ａ．阴性样品　Ｂ．姜黄素对照品　Ｃ．槲皮素对照品
Ｄ．供试品　１．槲皮素　２．姜黄素

图１　ＨＰＬＣ色谱图

２．２．４　线性关系考察　分别精密量取姜黄素槲皮
素混合对照品储备液０．５，１，２，２．５，３，４．５ｍｌ，置于５
ｍｌ棕色量瓶中，以甲醇稀释至刻度，摇匀，制成一系
列混合对照品溶液。分别取上述溶液注入液相色谱

仪，依法检测。以药物浓度为横坐标（Ｘ，μｇ·
ｍｌ－１），峰面积为纵坐标（Ｙ）进行线性拟合，计算得
ＣＵＲ和ＱＵＥ的回归方程分别为：Ｙ＝２．９９×１０４Ｘ－
６．７４×１０４（ｒ＝０．９９９８）和 Ｙ＝３．９８×１０４Ｘ－
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８６８０．２（ｒ＝０．９９９９）。结果表明，ＣＵＲ和 ＱＵＥ分
别在１０．７２８～９６．５５２μｇ·ｍｌ－１和１．０８～９．７２μｇ·
ｍｌ１浓度范围内线性关系良好。
２．２．５　重复性试验　取 ＣＵＲＱＵＥＳＭＥＤＤＳ，照
“２．２．２．４”项下方法制备６份供试品溶液，依法检
测。测得ＣＵＲ的平均含量为（３２．０８±０．５２）ｍｇ·
ｇ－１，ＲＳＤ为１．６２％（ｎ＝６）；ＱＵＥ的平均含量为
（３．０６±０．０４）ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ为１．４６％（ｎ＝６）；结果
表明方法重复性良好。

２．２．６　稳定性试验　取供试品溶液，分别于 ０，２，
４，６，８，１０ｈ依法进样检测，计算得 ＣＵＲ和 ＱＵＥ峰
面积的ＲＳＤ均为０．０２％（ｎ＝６），表明供试品溶液在
室温避光条件下１０ｈ内稳定性良好。
２．２．７　加样回收率试验　精密称取姜黄素对照品
１０．０ｍｇ和槲皮素对照品１ｍｇ，置于５０ｍｌ棕色量瓶
中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，制备回收率用

混合对照品溶液（姜黄素浓度为２００μｇ·ｍｌ－１，槲
皮素浓度为 ２０μｇ·ｍｌ－１）；然后取已知含量的
ＣＵＲＱＵＥＳＭＥＤＤＳ２５ｍｇ，精密称定，平行 ９份，置
于１０ｍｌ棕色量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，精
密量取１ｍｌ，置于５ｍｌ棕色量瓶中，分别加入混合
对照品溶液０．４，０．６，０．８ｍｌ，每个浓度平行操作 ３
份，加甲醇稀释至刻度，摇匀，制成低、中、高３种浓
度的混合溶液，依法检测，计算得姜黄素和槲皮素的

平均回收率分别为９９．９８％（ＲＳＤ＝１．４６％，ｎ＝９）和
１００．３４％（ＲＳＤ＝１．０６％，ｎ＝９）。结果表明回收率
均符合要求，方法的准确性良好。

２．３　ＣＵＲＱＵＥＳＭＥＤＤＳ载药量和包封率的测定
取 ＣＵＥＱＵＥＳＭＥＤＤＳ２５ｍｇ，精密称定，照

“２．２．２．４”项下方法制备供试品溶液，依法进样检
测，得到药物的含量 Ｗ１。取 ＣＵＥＱＵＥＳＭＥＤＤＳ
０．１ｇ，精密称定，置５ｍｌ棕色量瓶中，加 ３７℃的纯
化水溶解并稀释至刻度，摇匀，使自乳化浓缩液在外

界动力下形成乳液，取约 ４ｍｌ，置于５ｍｌ离心管中，
４５００×ｇ、４℃离心 ２０ｍｉｎ，精密量取上清液１ｍｌ，置
于１０ｍｌ棕色量瓶中，加甲醇适量，超声（２００Ｗ，４０
ｋＨｚ）助溶 １０ｍｉｎ，冷却至室温，加甲醇稀释至刻度，
摇匀，依法进样检测，得到药物的含量 Ｗ２。按照下
列公式计算载药量和包封率：

载药量（％）＝Ｗ２×１００％
包封率（％）＝Ｗ２／Ｗ１×１００％

结果如表１所示。
表１　载药量和包封率检测结果（ｎ＝３）

批次
载药量（ｍｇ·ｇ－１） 包封率（％）
姜黄素 槲皮素 姜黄素 槲皮素

１ ２５．９５ １．７３ ９６．５４ ９３．８６
２ ２５．８６ １．８０ ９５．７７ ９８．７２
３ ２５．６６ １．８３ ９５．６１ ９５．１５
平均 ２５．８２

#

０．１５ １．８０
#

０．０５ ９５．９７
#

０．５０９５．９１
#

２．５２

３　讨论
在检测波长的选取上，分别对姜黄素和槲皮素

对照品的甲醇溶液进行紫外扫描，结果显示，姜黄素

和槲皮素分别在４２３ｎｍ和３７１ｎｍ波长处有最大吸
收，与多数文献

［１３，１４］
报道基本一致。考虑到样品中

槲皮素含量较低，峰面积较小；而姜黄素在样品中的

含量较高，在３７０ｎｍ处亦有较大吸收，可以满足检
测要求，且杂质干扰小，灵敏度较高，可达到理想的

检测效果，因此本试验选择３７０ｎｍ为检测波长，在
同一色谱条件下同时测定姜黄素和槲皮素的含量。

在选择流动相时，根据多数文献
［１５，１６］，最终采

用乙腈醋酸水溶液系统，通过调节流动相比例，最
终优选出乙腈４％醋酸水溶液（５０∶５０），在该流动
相比例条件下姜黄素的保留时间与姜黄素对照品保

留时间一致，又能实现与槲皮素的完全分离（分离

度 ＞１．５），峰形对称，保留时间适中，无杂质峰干
扰，检测结果准确、可靠，且辅料对主药的检测无干

扰。采用 ＨＰＬＣ法 同时检测姜黄素和槲皮素的含
量，专属性强，准确度高，线性关系及重复性良好，测

定溶液稳定，方法简便、高效，适合本复方自微乳中

姜黄素和槲皮素的含量测定。

包封率的测定方法根据药物性质和载体不同，

主要有凝胶柱层析法
［１７］、超速离心法、透析法

［１８］

等。本研究中 ＣＵＥＱＵＥＳＭＥＤＤＳ的药物成分姜黄
素和槲皮素均为疏水性药物，几乎不溶于水（姜黄

素溶解度约为１１ｎｇ·ｇ－１［１９，２０］；槲皮素溶解度约为
９０ｎｇ·ｇ－１［２１］）。取 ＣＵＥＱＵＥＳＭＥＤＤＳ加水稀释
５０倍后，采用玻璃离心管４５００×ｇ离心 ２０ｍｉｎ能
够实现游离药物和微乳的有效分离，又可最大限度

地减少塑料制品对姜黄素和槲皮素的吸附，减少检

测误差，操作简便、省时，成本低。

试验结果表明该色谱方法准确可靠、简单快

速，可用于ＣＵＲＱＵＥＳＭＥＤＤＳ中姜黄素、槲皮素的
包封率和载药量的检测，为后期处方工艺研究奠定

了良好的基础。
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于提取有很大影响，预试验中发现，料液比 １∶３０
时，含量不再增加。预试验中发现温度对于均质提

取并没有太大影响，因此本次试验不作考察。最后

确定均质时间、乙醇浓度、料液比和次数４个因素，
每个因素３个水平进行考察。
３．２　由表４中 Ｒ值可知，各因素对黄酮总量类成
分提取的影响大小顺序为 Ａ＞Ｄ＞Ｂ＞Ｃ；以 Ｒ值最
小的Ｃ料液比为误差项进行方差分析，结果Ａ因素
（均质时间）、Ｂ因素（乙醇浓度）和 Ｄ因素（次数）
对黄酮提取具有显著影响，因此选择其相应的最高

水平。由方差分析结果表明，料液比不是影响实验

的主要因素，因此可选择利于生产的相关水平，即１
∶１０。故确定提取工艺为 Ａ３Ｂ１Ｃ１Ｄ３，即均质时间
１５ｍｉｎ，５０％乙醇，料液比１∶１０，提取３次。
３．３　由表１常见提取方法的比较结果可知，微波提
取、回流提取和均质提取法其含量都相对较高，超声

提取法提取成分的含量相对较低。由于回流提取较

为传统，可靠，但操作繁琐也是其主要的问题。微波

提取和均质提取是新兴提取方法，具有较大的优势，

主要表现在操作简单，不需要长时间加热，以免热敏

性成分会受到破坏，同时能源消耗量大。与微波提

取法相比，均质提取法更具有优势，其减少了粉碎的

环节，提取率相对较高，因此本研究主要针对均质提

取法对侧柏叶进行研究，以利其在试验研究和生产

中广泛应用。

３．４　由结果可知，均质提取法可以更有效地将药物
的有效成分提取出来，而且提取的过程不需加热，操

作相对简单，所以有效成分不会像传统的回流等提

取法受到温度的影响，这是均质提取法的优势。同

时本试验将均质所得的提取液，利用超滤膜分离方

法纯化，膜分离过程具有无相变发生，能耗低，无需

外加物质，对环境无二次污染等特点，杂质除去得较

完全，获得了纯度较高的侧柏叶黄酮类化合物，两者

结合应用，具有创新性，值得推广。
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