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ＲＰＨＰＬＣ测定红花 Ｗ／Ｏ型乳膏剂中羟基红花
黄色素 Ａ的含量

唐　刚，金　坚，杨子毅

（江南大学药学院，无锡 ２１４１２２）

摘　要　建立红花Ｗ／Ｏ型乳膏剂中羟基红花黄色素 Ａ含量测定的反相高效液相色谱法（ＲＰＨＰＬＣ）。色谱柱为 Ｚｏｒｂａｘ
ＥｃｌｉｐｓｅＣ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱，流动相：甲醇乙腈００２％磷酸水溶液（２６∶２∶７２），流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温：
５５℃，检测波长：４０３ｎｍ。乳膏剂依次经甲醇高温破乳、纯水高温萃取后，采用ＲＰＨＰＬＣ检测。结果显示，乳膏剂中辅料对
羟基红花黄色素Ａ色谱峰不产生干扰。羟基红花黄色素Ａ在１２３６～１２３６μｇ／ｍＬ范围内呈良好的线性关系（ｙ＝１５６１７ｘ＋
１１９８３，ｒ＝０９９９５），检测限为 ２３６ｎｇ／ｍＬ，定量限为 １１８ｎｇ／ｍＬ，回收率在 ９９７％ ～１０３３％范围内，精密度 ＲＳＤ为
０１２％（ｎ＝６），室温放置２４ｈ稳定性良好。本方法简便快捷，结果准确、重复性好，可用于红花Ｗ／Ｏ型乳膏剂中羟基红花
黄色素Ａ的含量测定。
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　　红花作为我国传统中药，具有消炎止痛、去腐
生肌的功效。大量研究表明，红花提取物对婴儿尿

布疹具有良好的疗效［１－４］。红花油包水（Ｗ／Ｏ）型
乳膏剂是以红花水提液为分散相，液体石蜡及蜂蜡

为连续相的Ｗ／Ｏ型乳膏剂，主要用于婴儿尿布疹
的治疗。与Ｏ／Ｗ型乳膏剂相比，以油脂作为连续
相，可有效减少尿布疹病灶处分泌液的重吸收，提

高治疗效果；此外将红花提取物包载于分散相，可

有效掩盖红花不良气味，改善使用顺应性。

羟基红花黄色素Ａ是红花药理功效的有效水
溶性成分之一，可抑制血小板激活因子诱发的血小

板聚集与释放，竞争性地抑制血小板激活因子与血

小板受体的结合［５－６］。《中华人民共和国药典》

（２０１５年版）一部收载的红花含量测定方法系采用
反相高效液相色谱法（ＲＰＨＰＬＣ）对羟基红花黄色
素Ａ进行含量测定。此外，文献报道的含有红花
的制剂（丸剂、冲剂、散剂、滴眼剂等），也均以羟基

红花黄色素 Ａ为主要成分进行测定［７－１０］。因此，

本研究以羟基红花黄色素 Ａ为主要成分，对红花
Ｗ／Ｏ型乳膏剂进行质量控制研究。

现有的红花制剂中羟基红花黄色素 Ａ的含量
测定方法均是将制剂研碎后，加入２５％甲醇水溶
液萃取有效成分，采用 ＲＰＨＰＬＣ进行含量测定。
红花Ｗ／Ｏ乳膏剂中羟基红花黄色素 Ａ包载于内
相，因此采用上述方法存在破乳不完全、羟基红花

黄色素Ａ萃取困难等问题，导致回收率低。而文
献报道的乳膏剂样品处理方法，需使用有机溶剂进

行破乳，同样难以萃取水溶性的羟基红花黄色素

Ａ，需要多次加入破乳溶剂进行提取、过滤、合
并［１１－１２］，样品配制过程繁琐耗时。因此，亟需建立

一种简便快捷并有效提取红花 Ｗ／Ｏ型乳膏剂中
羟基红花黄色素Ａ的含量测定方法并进行了方法
学验证。

本研究基于羟基红花黄色素 Ａ的理化性质和
已有含量测定方法，结合 Ｗ／Ｏ型乳膏剂的制剂特
点，对红花Ｗ／Ｏ型乳膏剂中羟基红花黄色素 Ａ的
萃取方法进行了优化，并建立了含量测定方法。该

方法简便快捷、结果准确，符合《中华人民共和国

药典》（２０１５年版）和《药品质量标准分析方法验

证指导原则》的相关要求，可用于红花 Ｗ／Ｏ型乳
膏剂中羟基红花黄色素Ａ的含量测定。

!

　材　料

１１　药品与试剂
红花 Ｗ／Ｏ型乳膏（实验室自制制剂；规格：

１０ｇ／支），红花提取液；羟基红花黄色素 Ａ对照品
（中国药品生物制品检定所）；甲醇（色谱纯）、乙腈

（色谱纯）、甲酸（分析纯）（国药集团化学试剂有限

公司）。

１２　仪　器
１２６０型高效液相色谱仪（美国安捷伦公司）；

ＪＹ３００２型电子分析天平（上海良平仪器仪表有限
公司）；ＤＦ１０１Ｓ集热式恒温加热磁力搅拌器（郑州
科泰实验设备有限公司）；ＴＧ１６ＷＳ高速离心机
（上海卢湘仪仪器有限公司）；ＢＴ２５Ｓ十万分之一
电子天平（德国赛多利斯科学仪器有限公司）。

２　方法与结果

２１　色谱条件
色谱柱：ＺｏｒｂａｘＥｃｌｉｐｓｅｐｌｕｓＣ１８（４６ｍｍ ×２５０

ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇乙腈００２％磷酸水溶液
（２６∶２∶７２）；流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：４０３ｎｍ；
柱温：５５℃；进样体积：５０μＬ。
２２　对照品溶液的制备
２２１　对照品储备液　取羟基红花黄色素 Ａ对
照品约３０ｍｇ，精密称定（３０９ｍｇ），置于２５ｍＬ
量瓶中，加入 ２５％甲醇水振摇溶解，并稀释至刻
度，摇匀，作为对照品贮备液。

２２２　对照品溶液　精密量取上述“２２１”项下
对照品储备液１０ｍＬ，置于５０ｍＬ量瓶中，用２５％
甲醇水稀释至刻度，即得质量浓度为２４７２μｇ／ｍＬ
的对照品溶液。

２３　红花Ｗ／Ｏ型乳膏剂中羟基红花黄色素 Ａ萃
取方法优化

以羟基红花黄色素Ａ准确度为评价指标，对红
花Ｗ／Ｏ乳膏剂中羟基红花黄色素Ａ萃取方法进行
优化，包括萃取温度、萃取时间、萃取溶剂等［１３－１４］。

萃取方法：本研究参照红花 Ｗ／Ｏ乳膏剂的
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制备工艺，将空白 Ｗ／Ｏ乳膏剂与羟基红花黄色
素 Ａ对照品溶液混合，以模拟红花 Ｗ／Ｏ乳膏剂
中羟基红花黄色素 Ａ的实际分散状态。

具体方法如下：取空白 Ｗ／Ｏ乳膏剂约３０ｇ，
精密称定，置于烧杯中，于８０℃水浴加热，３００ｒ／
ｍｉｎ搅拌至乳膏呈熔化状态；向空白乳膏中精密加
入“２２１”项下对照品储备液１ｍＬ，３００ｒ／ｍｉｎ搅
拌３ｍｉｎ，使羟基红花黄色素 Ａ充分分散于乳膏剂
中，模拟红花Ｗ／Ｏ乳膏剂中羟基红花黄色素 Ａ的
分散状态；将上述乳膏剂置冰水浴中放置１０ｍｉｎ，
冷却凝固。向上述乳膏中加入萃取溶剂２５ｍＬ，
并将玻璃表面皿覆盖于烧杯上方进行密封，于一

定温度水浴加热，３００ｒ／ｍｉｎ搅拌一定时间，破乳并
萃取羟基红花黄色素 Ａ，趁热将上述溶液转移至
５０ｍＬ量瓶中，烧杯用热萃取溶剂清洗转移３次至
量瓶中；将量瓶置于冰水浴中，边震摇边冷却至油

相凝固，用萃取溶剂稀释至刻度；１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心２０ｍｉｎ后，取上清液，０２２μｍ滤膜过滤后，取
续滤液，采用ＲＰＨＰＬＣ法测定羟基红花黄色素Ａ。

测得量与加入量之比即为准确度。样品平行测定

３份。
２３１　萃取溶剂的筛选　羟基红花黄色素 Ａ是
水溶性药物［１５－１６］，现有含量测定方法所用溶剂多

为２５％甲醇水溶液，而破乳往往需要极性较小的
溶剂溶解或破坏乳化膜。本研究选用不同比例的

甲醇水混合溶剂为萃取溶剂，考察其对羟基红花
黄色素Ａ准确度的影响。固定萃取温度为７０℃，
萃取温度为１５ｍｉｎ，分别以纯水、１０％甲醇水溶液、
２５％甲醇水溶液、５０％甲醇水溶液、纯甲醇作为萃
取溶剂，考察不同萃取溶剂对羟基红花黄色素 Ａ
准确度的影响。结果如表１所示。

结果显示，当甲醇体积分数由０％提高至２５％
时，破乳效率提高，羟基红花黄色素 Ａ准确度显著
提高；随着甲醇体积分数的继续增加，虽然能完全

破乳，但羟基红花黄色素 Ａ在高比例甲醇溶液中
溶解度降低，导致准确度下降。因此，本研究确定

萃取溶剂为２５％甲醇水溶液，对其他萃取条件进
行进一步优化。

Ｔａｂｌｅ１　ＡｃｃｕｒａｃｙｏｆｈｙｄｒｏｘｙｌｓａｆｆｌｏｗｅｒｙｅｌｌｏｗＡｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔｓ

Ｓｏｌｖｅｎｔ Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／°Ｃ Ｄｕｒａｔｉｏｎ／ｍｉｎ Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ ＲＳＤ／％
Ｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒ ７０ １５ １１９７ １２３
１０％ Ｍｅｔｈａｎｏｌａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ ７０ １５ ３１４０ ０９５
２５％ Ｍｅｔｈａｎｏｌａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ ７０ １５ ６８９０ ０７７
５０％ Ｍｅｔｈａｎｏｌａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ ７０ １５ ４１７１ ０８７
Ｍｅｔｈａｎｏｌ ７０ １５ ５４３３ ０６８

２３２　萃取温度的筛选　萃取温度可影响乳膏剂
油相基质的熔化和油水两相分离的破乳效果，进而

影响内水相中羟基红花黄色素 Ａ萃取效率。本研
究以羟基红花黄色素 Ａ准确度为评价指标，固定
萃取时间为１５ｍｉｎ、萃取溶剂为２５％甲醇水溶液，
考察了不同萃取温度（６０、７０和８０℃）对羟基红花

黄色素Ａ准确度的影响。结果如表２所示。
结果显示，当萃取温度为７０℃时，羟基红花黄

色素Ａ准确度显著高于６０℃和８０℃。因此，本
研究确定萃取温度为７０℃，对其他萃取条件进行
进一步优化。

Ｔａｂｌｅ２　ＡｃｃｕｒａｃｙｏｆｈｙｄｒｏｘｙｌｓａｆｆｌｏｗｅｒｙｅｌｌｏｗＡｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／°Ｃ Ｓｏｌｖｅｎｔ Ｄｕｒａｔｉｏｎ／ｍｉｎ Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ ＲＳＤ／％
６０ ２５％ Ｍｅｔｈａｎｏｌａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ １５ ５７９８ ０６７
７０ ２５％ Ｍｅｔｈａｎｏｌａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ １５ ６８９０ ０７７
８０ ２５％ Ｍｅｔｈａｎｏｌａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ １５ ５１３１ ０９２

２３３　萃取时间的筛选　萃取时间是影响萃取效
率的重要因素。本研究以羟基红花黄色素 Ａ准确
度为评价指标，固定萃取温度为７０℃，萃取溶剂为
２５％甲醇水溶液，考察了不同萃取时间（５，１５和
２０ｍｉｎ）对羟基红花黄色素 Ａ准确度的影响，结果

如表３所示。
结果显示，当萃取时间由５ｍｉｎ延长至１５ｍｉｎ

时，羟基红花黄色素 Ａ准确度由 ５９３８％提高至
６８９０％；而进一步延长萃取时间，准确度降低。因
此，本研究确定萃取时间为１５ｍｉｎ。
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Ｔａｂｌｅ３　ＡｃｃｕｒａｃｙｏｆｈｙｄｒｏｘｙｌｓａｆｆｌｏｗｅｒｙｅｌｌｏｗＡｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｄｕｒａｔｉｏｎ

Ｄｕｒａｔｉｏｎ／ｍｉｎ Ｓｏｌｖｅｎｔ Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／°Ｃ Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ ＲＳＤ／％
５ ２５％ Ｍｅｔｈａｎｏｌａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ ７０ ５９３８ １０２
１５ ２５％ Ｍｅｔｈａｎｏｌａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ ７０ ６８９０ ０７７
２０ ２５％ Ｍｅｔｈａｎｏｌａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ ７０ ６５９８ ０８４

２３４　破乳萃取两步法对羟基红花黄色素 Ａ准
确度的影响　上述结果显示，采用单一溶剂体系，
同时完成破乳和萃取，羟基红花黄色素 Ａ的准确
度均低于 ７０％，不符合《中华人民共和国药典》
（２０１５年版）和《药品质量标准分析方法验证指导
原则》的要求。因此，本研究采用先有机溶剂破

乳、后加水萃取两步法，萃取乳膏剂中羟基红花黄

色素Ａ，并进行含量测定。
两步法的具体步骤为：向乳膏剂中先加入一

定体积纯甲醇，７０℃水浴３００ｒ／ｍｉｎ搅拌５ｍｉｎ，
进行破乳；再加入一定体积纯水溶液，７０℃水浴
３００ｒ／ｍｉｎ搅拌 １０ｍｉｎ，进行萃取；参照“２３”项
下萃取方法，趁热转移至量瓶中，冷却至室温后，

用纯水稀释至刻度。本研究考察了不同体积破

乳溶剂和不同体积萃取溶剂对羟基红花黄色素 Ａ
准确度的影响。结果如表４所示。

结果显示，当破乳溶剂为甲醇５ｍＬ，萃取溶
剂为纯水２０ｍＬ时，羟基红花黄色素 Ａ准确度高
达１００３％，显著高于采用２５％甲醇水溶液一步
萃取法。随着破乳溶剂用量的增加，萃取溶剂用

量的减小，溶剂体系对羟基红花黄色素 Ａ溶解性
能下降，准确度逐渐降低。因此，本研究最终确

定采用甲醇破乳水萃取两步法测定红花 Ｗ／Ｏ型
乳膏剂中羟基红花黄色素 Ａ含量，并进行分析方
法学确证。

Ｔａｂｌｅ４　ＡｃｃｕｒａｃｙｏｆｈｙｄｒｏｘｙｌｓａｆｆｌｏｗｅｒｙｅｌｌｏｗＡｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔｓ

Ｄｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔ Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／°Ｃ Ｄｕｒａｔｉｏｎ／ｍｉｎ Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ ＲＳＤ／％
Ｍｅｔｈａｎｏｌ５ｍＬ Ｗａｔｅｒ２０ｍＬ ７０ １５ １００３ ０６４
Ｍｅｔｈａｎｏｌ１０ｍＬ Ｗａｔｅｒ１５ｍＬ ７０ １５ ９４３ ０７５
Ｍｅｔｈａｎｏｌ１５ｍＬ Ｗａｔｅｒ１０ｍＬ ７０ １５ ８９７ ０９３

２４　方法学验证
２４１　供试品的配制

供试品溶液配制：取红花 Ｗ／Ｏ型乳膏剂约
３０ｇ，精密称定，置于 ２５ｍＬ烧杯，加入纯甲醇
５ｍＬ，将玻璃表面皿覆盖于烧杯上方进行密封，在
７０℃水浴下，３００ｒ／ｍｉｎ搅拌 ５ｍｉｎ；再加入纯水
２０ｍＬ，将玻璃表面皿覆盖于烧杯上方进行密封，
在７０℃水浴下，３００ｒ／ｍｉｎ搅拌１０ｍｉｎ，趁热将上
述溶液转移至５０ｍＬ量瓶中，烧杯用热萃取溶剂清
洗转移３次；将量瓶于室温边振摇边冷却至室温，
用水稀释至刻度；１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后，取
上清液，０２２μｍ滤膜过滤，取续滤液，采用 ＲＰ
ＨＰＬＣ法测定羟基红花黄色素Ａ。

空白辅料溶液：按红花 Ｗ／Ｏ型乳膏剂处方组
成称取各辅料，按上述供试品溶液配制方法配制不

含红花提取物的空白辅料溶液。

２４２　专属性　取“２２２”项下对照品溶液、
“２４１”项下供试品溶液和空白辅料溶液、红花提
取液，参照“２１”项下色谱条件，进行测定，记录色
谱图。结果如图１所示。

结果显示，羟基红花黄色素 Ａ保留时间为
７１ｍｉｎ，理论塔板数以羟基红花黄色素 Ａ计为
１８０１４，拖尾因子为１０４。空白辅料和红花提取液
在羟基红花黄色素 Ａ相同保留时间处未见色谱
峰，表明乳膏基质和红花提取液对羟基红花黄色素

Ａ的测定无干扰，专属性良好。
２４３线性范围　分别精密量取“２２２”项下对照
品贮备液１０、１０、１０、２０和１０ｍＬ，分别置１００、
５０、２５、２５、１０ｍＬ量瓶中，用２５％甲醇水溶液稀释至
刻度，配制成羟基红花黄色素 Ａ质量浓度分别为
１２３６、２４７２、４９４４、９８８８和 １２３６μｇ／ｍＬ的系
列羟基红花黄色素Ａ对照品溶液。取上述羟基红
花黄色素Ａ对照品溶液各５０μＬ，按“２１”项下色
谱条件进样测定，记录峰面积。以质量浓度（ｘ，
μｇ／ｍＬ）为横坐标、峰面积（ｙ）为纵坐标进行线性
回归，得回归方程为 ｙ＝１５６１７ｘ＋１１９８３，ｒ＝
０９９９５。结果表明，羟基红花黄色素Ａ在１２３６～
１２３６μｇ／ｍＬ质量浓度范围内线性关系良好。
２４４　定量限与检测限　取“２２２”项下对照品
溶液适量，倍比稀释，按“２１”项下色谱条件连续进
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样测定，记录峰面积。当信噪比为１０∶１时，得定量限
（ＬＯＱ）；当信噪比为３∶１时，得检测限（ＬＯＤ）。结果

显示，羟基红花黄色素Ａ定量限为１１８ｎｇ／ｍＬ，检测
限为２３６ｎｇ／ｍＬ。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｈｙｄｒｏｘｙｌｓａｆｆｌｏｗｅｒｙｅｌｌｏｗＡｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ，２４７２μｇ／ｍＬ），ｓａｆｆｌｏｗｅｒＷ／Ｏｃｒｅａｍｓ（Ｂ），ｂｌａｎｋＷ／Ｏｃｒｅａｍｓ（Ｃ）ａｎｄｓａｆ
ｆｌｏｗｅｒｅｘｔｒａｃｔ（Ｄ）

２４５　精密度　取“２２２”项下对照品溶液适量，
按“２１”项下色谱条件连续进样测定６次，记录峰面
积。结果，羟基红花黄色素 Ａ峰面积的 ＲＳＤ为
０１２％（ｎ＝６），表明该方法仪器精密度良好。
２４６　重复性　按“２４１”项下供试品配制方
法，配制６份供试品溶液，按“２１”项下色谱条件
进样，记录峰面积。计算羟基红花黄色素 Ａ的含
量，ＲＳＤ为０２３％。表明该方法重复性良好。
２４７　稳定性　取“２４１”项下供试品溶液适量，
分别于室温下放置０、２、４、６、８、１２和２４ｈ，按“２１”
项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果显示，

羟基红花黄色素 Ａ峰面积的 ＲＳＤ为０７２％，表明
供试品溶液在室温下放置２４ｈ内稳定性良好。

取“２２２”项下对照品溶液适量，参照
“２４１”项下方法配制，在７０℃孵育１５ｍｉｎ，再冷
却至室温。将上述热处理对照品溶液与未经热处

理对照品溶液，按“２１”项下色谱条件进样测定，
记录峰面积。结果显示，羟基红花黄色素 Ａ峰面
积无明显变化，表明羟基红花黄色素 Ａ在样品萃
取过程中性良好稳定性良好。

２４８　准确度　取空白乳膏９份，每份约３０ｇ，
精密称定，分别置于２５ｍＬ烧杯中，参照“２４１”项
下方法，分别加入相当于羟基红花黄色素 Ａ含量

５０％、１００％、１５０％的“２２１”项下对照品储备液，每
个浓度平行配制３份。取上述溶液，按“２１”项下色
谱条件进样测定，记录峰面积并计算加样准确度。

结果显示，在５０％、１００％和１５０％ ３种浓度水平下
羟基红花黄色素 Ａ的准确度在９９７％ ～１０３３％
范围内，符合《中华人民共和国药典》（２０１５版）规
定（待测定成分含量小于 ００１％时，准确度范围
８５％～１１０％），３个浓度水平的ＲＳＤ（ｎ＝３）均小于
２０％。表明该方法准确度良好。
２５　破乳萃取两步法萃取羟基红花黄色素 Ａ耐
用性

为考察供试品前处理方法的耐用性，本研究考

察了萃取温度分别为６５℃、７５℃时乳膏剂中羟基
红花黄色素Ａ的准确度。

参照“２４１”项下供试品处理方法（萃取温度
分别为６５℃、７５℃），各取空白乳膏９份，每份约
３０ｇ，精密称定，分别置于２５ｍＬ烧杯中。加入相
当于羟基红花黄色素Ａ含量５０％、１００％、１５０％的
“２２１”项下对照品储备液，每个浓度平行配制
３份。取上述溶液，按“２１”项下色谱条件进样测
定，记录峰面积并计算加样准确度。结果显示：当

萃取温度为６５℃时，各浓度水平下羟基红花黄色
素Ａ的准确度为１００６％ ～１０５５％，ＲＳＤ均小于
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２０％；当萃取温度为７５℃时，各浓度水平下羟基
红花黄色素 Ａ的准确度范围为 １００８％ ～
１０７２％，ＲＳＤ均小于２０％。均符合《中华人民共
和国药典》（２０１５版）规定（待测定成分含量小于
００１％时，准确度范围为８５％～１１０％）。

上述结果表明，本研究所建立的供试品前处理

方法在萃取温度为（７０±５）℃范围内，羟基红花黄
色素Ａ的准确度均满足《中华人民共和国药典》
（２０１５版）要求，方法耐用性良好。
２６　含量测定

取 ３批红花 Ｗ／Ｏ型乳膏剂样品（批号：
２０１９０６２９、２０１９０６３０、２０１９０７０１）各 ３０ｇ，精密称
定。参照“２４１”项下方法配制供试品溶液。分
别取供试品溶液和“２２”项下对照品溶液适量，参
照“２１”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。按
外标法计算羟基红花黄色素 Ａ的含量。结果显
示，３批红花 Ｗ／Ｏ型乳膏剂中的羟基红花黄色素
Ａ含量分别为每克乳膏含羟基红花黄色素 Ａ
６８５４、６６３２和 ６６９８μｇ，ＲＳＤ分别为 ０３７％、
０４８％和０６９％。

#

　讨　论

３１　混合溶剂一步法萃取羟基红花黄色素Ａ
羟基红花黄色素Ａ是红花药材中水溶性有效

成分，在红花 Ｗ／Ｏ乳膏剂中被包载于内水相中。
因此，所选用萃取溶剂既能有效破坏乳化膜，使乳

膏剂充分破乳，还需对待测成分羟基红花黄色素Ａ
具有良好的溶解性能。

羟基红花黄色素Ａ现有含量测定方法所用溶
剂多为２５％甲醇水溶液，本研究首先采用甲醇水
混合溶剂作为破乳、萃取溶剂直接对红花 Ｗ／Ｏ乳
膏剂中羟基红花黄色素 Ａ进行萃取，并对甲醇水
比例、萃取温度、萃取时间进行了优化。以２５％甲
醇水溶液于７０℃萃取１５ｍｉｎ时，羟基红花黄色素
Ａ准确度较高，为６８９０％。当甲醇体积分数低于
２５％时，破乳效率较低无法有效萃取羟基红花黄色
素Ａ；而当甲醇体积分数高于２５％时，随着甲醇浓
度的继续增加，虽然能完全破乳，但羟基红花黄色

素Ａ在高比例甲醇溶液中溶解度降低，导致准确
度下降。当萃取温度过低时（６０℃），无法达到油
相基质熔点，油相基质熔化不充分，导致破乳不充

分。而当萃取温度过高时（８０℃），易导致萃取溶

剂蒸发过快，降低溶剂与内水相萃取表面积，降低

萃取效率。萃取时间对主药成分萃取也有较大影

响，当萃取时间过短时，破乳不充分，萃取不完全；

而当萃取时间过长时，萃取溶剂过度蒸发，油水两

相再次部分乳化，使准确度降低。本文研究结果显

示，经优化后，采用甲醇水混合溶剂一步法萃取红

花Ｗ／Ｏ乳膏剂中羟基红花黄色素 Ａ，破乳效果较
差，准确度较低（＜７０％），不符合《中华人民共和
国药典》（２０１５年版）和《药品质量标准分析方法
验证指导原则》的相关要求。

３２　破乳萃取两步法萃取羟基红花黄色素Ａ
基于混合溶剂一步法萃取羟基红花黄色素 Ａ

研究结果，对羟基红花黄色素 Ａ进行含量测定时，
需先将乳膏剂破乳，使油水相分离，再使用良溶剂

将其有效萃取进行测定。因此，本研究采用先有机

溶剂破乳、后纯水萃取两步法，在使用甲醇完全破

乳后，使用纯水对羟基红花黄色素 Ａ进行有效、完
全萃取。该方法显著提高了羟基红花黄色素 Ａ的
测定准确度，提取回收率在９９７％ ～１０３６％的范
围内，满足《中华人民共和国药典》（２０１５年版）的
相关要求。该方法与现有文献报道的乳膏剂含量

测定方法相比，配制过程更简便快捷，供试品配制

总时长约为２０ｍｉｎ。研究也为准确测定Ｗ／Ｏ型乳
膏剂中水溶性药物提供了策略。

$

　结　论

本研究建立了 ＲＰＨＰＬＣ测定红花 Ｗ／Ｏ型乳
膏剂中羟基红花黄色素 Ａ含量。采用先甲醇破
乳、后纯水萃取两步法有效提高了红花 Ｗ／Ｏ型乳
膏剂中羟基红花黄色素 Ａ的回收率（９９７％ ～
１０３６％）。该方法专属性强、灵敏度高、重复性
好，结果可靠，符合《中华人民共和国药典》（２０１５
年版）《药品质量标准分析方法验证指导原则》可

用于红花Ｗ／Ｏ型乳膏中羟基红花黄色素 Ａ的含
量测定。
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