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摘  要
目的创建蒲地蓝消炎片中(R，S)-告依春成份获取及含量测量的方法。方法 本毕业论文所采用的获取方法是超声法。获取水溶液挑选工业甲醇，容积为25ml，时长30min。所采用的测量方法是高效液相色谱法。以(R，S)-告依春为标准品，以工业甲醇-0.02%硫酸铵水溶液（7：93）为流动相，流动速度为0.8ml/min在242nm波优点测量RS-告依春的含量。结论根据高效液相色谱法测出蒲地蓝消炎片中(R，S)-告依春的含量。结果本方法迅速简单，可重复性好，适用性强，适合于蒲地蓝消炎片(R，S)-告依春含量的检测方法。
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Abstract

Objective To establish a method for the extraction and content measurement of (R, S) -Jiaoyichun in Pudilan Xiaoyan tablets. Methods The acquisition method of this paper is ultrasonic method. The aqueous solution selected industrial methanol was obtained, with a volume of 25ml and a duration of 30min. The measurement method used is high performance liquid chromatography. (R, S) -Chuichun was used as the standard substance, and industrial methanol-0.02% ammonium sulfate solution (7:93) was used as the mobile phase with a flow rate of 0.8ml/min. The content of RS-Chuichun was measured at 242nm wave. Conclusion The content of (R, S)- Guiyichun in Pudilan Xiaoyan tablets was determined by HPLC. Results The method was rapid, simple, reproducible and suitable for the determination of (R, S) -Jiaoyichun in Pudilan Xiaoyan tablets.

Key words:Pudilan xiaoyan Tablets；(R，S)-epigoitrin；HPLC；Determination of content
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[bookmark: _Toc11355]前言
[bookmark: _Toc10523][bookmark: _Toc384506626][bookmark: _Toc28321][bookmark: _Toc15681]蒲地蓝消炎片及板蓝根概况
蒲地蓝消炎片由柴胡、蒲公英花、苦地丁、板蓝根构成，具备清热去火、抗炎消肿的作用，主要运用于体癣、淋巴炎、痄腮、咽喉炎、扁桃体发炎等病症的治疗方法，具备广谱杀菌、抗病毒治疗、抗感染、提高肌体免疫力性能和调节功能据资料报导，棘籽柴胡黄酮类物质成分蒲公英花中咖啡酸、厚朴酚和板蓝根中腺苷酸(r，s)-告依春有可能是该制剂的关键活力成分。国家药品标准(实施[YBZ12702005])以蒲地蓝消炎片中黄芩苷的含量测量为品质控制标准；蒲地蓝消炎片中咖啡酸、厚朴酚的含量测定法也已经有有关资料消息，蒲地蓝消炎片中起着至关重要的作用的板蓝根中药材仅有腺苷酸含量测定法[1-5]。板蓝根是十字花科植物熟地黄的干燥根，具备散血清咽利喉、清热去火等作用，医学上主要用于细菌病毒传染性疾病，抗病毒治疗功效准确[6]，是蒲地蓝消炎片中不可或缺的关键成分。传统中医理论觉得“湿毒”是通过热盛所引起的，多出现于温热病和湿毒亢盛症，均是清热解毒。中医临床里的“中署”主要包含现代科学的多种亚急性散播、传染性热病症。清热去火剂药用价值主要有以下层面；抗细菌内毒素功效抗炎作用；对免疫能力产生的影响。板蓝根是清热去火类中药意味着，其药用价值和药力物质科学研究也都集中在这几方面。主要运用于温毒发斑、舌绛紫暗、烂喉丹痈等病症的治疗方法。熟地黄根上面有靛青(indigotin、indigo)、吲哚菁绿)、蒽醌类、谷甾醇(谷甾醇)、谷甾醇(谷甾醇)和带有多种微量元素的黑色芥子苷(sinigrin)、靛苷
当代药理学研究说明板蓝根抗病毒治疗功效的有效部位是总碱，从这当中可得到高效的单个成分(r，s)-告依春)。随着对板蓝根中抗病毒治疗活力成分的探索愈来愈多，(r，s)-告依春被证明板蓝根抗流感病毒的高效成分之一。
[bookmark: _Toc384506627][bookmark: _Toc26010]（R，S）-告依春的研究
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一部分最新版本《中国药典》2010年版板蓝根中药材的质量控制为(r，s)告依春成分的含量测量)1)，由此可见r，s)告依春是板蓝根中药材的重要成分。过去觉得靛青、靛玉红等成分是板蓝根提高免疫力的合理成分，但现有研究表明靛玉红、靛玉红无抗病毒治疗活力，(r，s)告依春等成分具有显著的抗病毒治疗活力
近些年，世界各国对板蓝根的清热去火作用物质体制愈来愈多。科学研究板蓝根水提物、醇提物、总碱，发觉具有较强的抗流感病毒功效，功效抗压强度相仿；靛红无抗流感病毒功效，喹唑啉酮略微抗流感病毒功效。(r，s)-告依春及总碱提取液有明显抗流感病毒功效，二者功效抗压强度非常(7)。
吴京等[2]选用放水水浴加热获取法提取板蓝根流浸膏里的(r，s)告依春，HPLC法测定(r，s)告依春的含量。最好标准为提取时间30min，获取环境温度80，水流量：50ml，流动相：工业甲醇-0.02%硫酸铵(7:93)，检验光波长：245nm，液相色谱柱：Agilent XDB-C18 150mm，进样量：100
范春芳等[3]选用超声提取法获取板蓝根颗粒物中(r，s)告依春，HPLC法测定(r，s)告依春的含量。最好标准为提取时间30min，水流量：25ml，流动相：乙腈：(0.1%硫酸铵)=1090，检验光波长：245nm，柱温：30柱：Hypersil ODS2柱(
中药材成分的定量检测方式主要包括HPLC法、由此可见光度法、紫外分光光度法等。HPLC是当前中药材含量测量运用尤其广泛检测方式。本毕业论文选用HPLC测定法测量[r，s]-告依春的含量[8-9]。
[bookmark: _Toc384506628][bookmark: _Toc17994]本论文研究的意义
为提升药品安全操纵，文中参照有关参考文献，选用高效液相色谱法定性定量分析蒲地蓝消炎片中(r，s)告依春成分，创建蒲地蓝消炎片中(r，s)告依春成分的获取及含量测定法，为蒲地蓝消炎片中板蓝根的质量控制给予依据

[bookmark: _Toc16049]材料与仪器
[bookmark: _Toc20747][bookmark: _Toc260047759][bookmark: _Toc384506630][bookmark: _Toc291349167][bookmark: _Toc259133919]试剂与试药
	(R，S)-告依春对照品
	中国食品药品检定研究院，批号：111753-201304

	板蓝根对照药材
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	中国食品药品检定研究院，批号：121177-201105

	蒲地蓝消炎片1
	锦州本天药业有限公司（万通）

	蒲地蓝消炎片2
	云南白药集团股份有限公司（云丰）

	蒲地蓝消炎片3
	云南龙发制药有限公司（雁塔）

	蒲地蓝消炎片4
	天津药业集团新郑股份有限公司（修正药业）

	蒲地蓝消炎片5
	武汉双龙药业有限公司（双龙）

	蒲地蓝消炎片6
	甘肃岷海制药有限责任公司（岷州）

	蒲地蓝消炎片7
	安徽济人药业有限公司（药信）

	流动相甲醇
	德国默克，色谱纯，批号：2017/01/28

	溶剂甲醇
	广州化学试剂厂，AR，批号：20140302-2

	磷酸
	天津市大茂化学厂，AR，批号：20100302

	超纯水
	实验室自制


[bookmark: _Toc291349168][bookmark: _Toc384506631][bookmark: _Toc1666]仪器
	KQ-250DE型数控超声波清洗器
	昆山市超声仪器有限公司

	UV2401PC紫外可见分光光度计
	日本岛津公司

	CP225D十万分之一电子天平
	德国Sartorius公司

	CP224S万分之一电子天平
	德国Sartorius公司

	HWS26型电热恒温水浴锅
	上海一恒科技有限公司

	电热鼓风恒温干燥箱
	上海讯能电热设备有限公司

	中药粉碎机
	温岭市林大机械有限公司

	LC-20AT高效液相色谱仪
	日本岛津公司



[bookmark: _Toc17147]方法
[bookmark: _Toc384506633][bookmark: _Toc291349170][bookmark: _Toc20387]（R，S）-告依春含量测定方法
[bookmark: _Toc6494]色谱条件
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4

 5C18-MS-II 4.6ID×250MM；流动相：甲醇-0.02%硫酸铵水溶液(7:93；流动速度0.8ml/min；检验光波长：242nm；柱温：30；样品量：20l。基础理论等级在RS-告依春峰为4000之上，(r，s)-告依春峰与临接峰的柱效为1.5之上。
[bookmark: _Toc2889]对照品溶液制备
高精密收集RS-告依春对比0.01014g摆放100ml，添加甲醇融解稀释液至标尺做为储备液。
[bookmark: _Toc11687]供试品溶液制备
取本产品10片，去镀层，细测、细称，细称约3片，在带塞锥形瓶中，高精密装进甲醇25ml、密塞，高精密称重，装医用冰袋超声处理(输出功率400W，工作频率40KH )
[bookmark: _Toc28124]对照药材制备
高精密称取板蓝根冲剂对比中药材约0.5g，加甲醇25ml，密装，高精密称取，加冰囊超声处理(输出功率400W，工作频率40KH在) 30min，取下，摆放制冷，高精密称取，用甲醇补足破损净重
[bookmark: _Toc384506635][bookmark: _Toc291349172][bookmark: _Toc18495]方法学考察
[bookmark: _Toc30017]线性关系考察
取3.1.2对照品溶液，根据不同占比添加甲醇稀释液至6种不同浓度值，以对照品浓度值(g/ml)为横坐标轴)x)，相匹配对照品峰面积为纵轴)y)开展线性回归分析，线性回归方程及相关系数r结果显示，(r，s)-告依春在0~60.84g/ml范围之内线性相关优良。参考表1及图1。
表1线性关系考察
	编号
	对照溶液浓度（ug/ml）
	A对照主峰
	

	S1
	0
	
	0

	S2
	10.14
	
	1719375
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	S3
	20.28
	
	3414279

	S4
	30.42
	
	5152382

	S5
	40.56
	
	6824885

	S6
	50.7
	
	8543158

	S7
	60.84
	
	10146778



[image: ]
图1线性关系考察
[bookmark: _Toc21032]检测限和定量限
取3.1.2的对照品溶液用甲醇不断稀释后分析，分别得到(R，S)-告依春的检测限（LOD，S/N≈3～4）0.02μg/ml和定量限（LOQ，S/N≈10～12）0.08μg/ml。
[bookmark: _Toc1626]精密度试验
按上述色谱条件，连续进样6次，每次20μl，测定RS-告依春峰面积，(R，S)-告依春峰面积平均值为6824885，RSD为0.41%（n=6）。实验结果表明，在该条件下(R，S)-告依春精密度表现良好。见表2。
表2仪器精密度试验结果
	编号
	峰面积
	平均值
	RSD
(％)

	1
	6766134
	
	

	2
	6779194
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	3
	6788606
	6824885
	0.14

	4
	6971581
	
	

	5
	6808857
	
	

	6
	6834935
	
	


[bookmark: _Toc25857]稳定性试验
取2.2.1对照品溶液，在0、2、4、8、12、16、24h分别进样20μl，记录峰面积，结果7次进样RS-告依春峰面积平均值为6824137 RSD为1.11%（n=7）.结果表明(R，S)-告依春在24h内稳定。见表3。
表3稳定性试验结果
	时间
（h）
	峰面积
	平均值
	RSD
(％)

	0
	6823267
	
	

	2
	6828531
	
	

	4
	6825563
	6824137
	1.2

	8
	6819628
	
	

	12
	6827256
	
	

	16
	6825024
	
	

	24
	6819690
	
	


[bookmark: _Toc901]阴性对照试验
取对照品溶液，供试品溶液，阴性对照溶液，按“3.1.1”项下色谱条件测定，在阴性对照色谱图中，与(R，S)-告依春对照品色谱相应位置的保留时间处无色谱峰出现，表明其它组分对其测定无干扰。见图2。

[image: HPLC图谱_对]
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