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摘要  目的: 建立氨咖黄敏胶囊中人工牛黄的 HPLC含量测定方法。方法: 采用 Diam onsilTM C18色谱柱 ( 41 6 mm @ 250 mm, 5

Lm ),以四氢呋喃 -乙腈 - 01 1%醋酸铵 ( pH 417) ( 42B22B36)为流动湘, 流速 11 0 mL# m in- 1, 检测波长: 452 nm, 柱温: 35 e 。

结果: 胆红素进样量在 01 0232~ 01 465Lg范围内, 与峰面积积分值呈良好的线性关系 ( r= 01 9991), 平均回收率 ( n = 18)为

9919%。结论: HPLC法重复性好, 且简便、易行, 可用于氨咖黄敏胶囊剂中人工牛黄成分的检测。
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HPLC determ ination of calculus bovis artifactus in paracetamol,

caffeine, artificial cow- bezoar and chlorphenam inemaleate capsules
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Abstract Objective: To estab lish anmethod for determ ination of ca lculus bov is artifactus in paracetamo,l caffe ine,

art ific ial cow- bezoar and ch lorphenam ine m aleate capsu les by HPLC. Methods: Separation w ere performed on a

C18 ( 416 mm @ 250 mm, 5 Lm ) co lumn of HPLC; The mob ile phase consisted of tetrahydro furan- acetonitrile-

011% ammonium acetate( pH 417) ( 42B22B36) at the flow rate of 110 mL# m in
- 1
; the detect ion w ave leng th w as

452 nm and co lumn temperature w as 35 e . Results: The ca libration curve w as in the range of 010232- 01465 Lg
( r= 019991) ; the average recoveries( n= 18) o f b ilirub in w as 9919% . Conclusion: TheHPLC m ethods are simple

and reliab le for the controlling of the quality o f paracetamo,l ca ffeine, art ific ial cow - bezoar and chlorphenam ine

ma leate capsules.
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  氨咖黄敏胶囊为常用的抗感冒药, 用于感冒引

起的鼻塞、头痛、咽喉痛、发热等。本品为复方制剂,

其组分为每粒含对乙酰氨基酚 250 mg、咖啡因 15

mg、马来酸氯苯那敏 1 mg、人工牛黄 10 mg, 其中人

工牛黄有解热抗炎作用。现行的氨咖黄敏胶囊国家

药品标准
[ 1]
无人工牛黄的含量测定, 人工牛黄的主

要成分是胆红素 ( B ilirub in, BR ), 胆红素在提取分离

过程中受酸碱的影响,双吡咯环产生异构化,即含有

BRÙ a, BRØ a和 BRÓ a
[ 2]
。本文建立 HPLC测定

人工牛黄含量的方法, 为氨咖黄敏胶囊的质量控制

提供了科学依据。

1 仪器与试药

高效液相色谱系统包括 SIL- 20A自动进样器,

LC - 20AT 高压泵, SPD - M 20A检测器, CTO -

10ASVP柱温箱, LC - 20AT - SOLUT色谱工作站

(日本岛津公司 ) ; METTLER TOLEDO AB135S电子

分析天平。

对照品胆红素 (批号: 10077 - 200604)由中国

药品生物制品检定所提供; 氨咖黄敏胶囊为抽验的

5批不同生产厂家样品; 四氢呋喃、乙腈为色谱纯,

醋酸铵、三氯甲烷、醋酸为分析纯,水为高纯水。

2 含量测定

211 色谱条件  D iamonsil
TM

C18色谱柱 ( 416 mm @
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250mm, 5 Lm ), 柱温 35 e ,流动相为四氢呋喃 -乙

腈 - 011%醋酸铵 ( pH 417) ( 42B22B36), 流速 110
mL# m in

- 1
, 检测波长 452 nm, 进样量 20 LL, 理论

板数按胆红素Ù a计算不小于 2000, 胆红素 Ó a、胆

红素Ù a、胆红素 Ø a应完全分离, 胆红素与其他相

邻峰的分离度应符合规定, 与有关文献报道一

致
[ 3]
。

212 对照品溶液的制备  精密称取胆红素对照品
(五氧化二磷室温减压干燥至恒重 ) 11162 mg, 置

100mL棕色量瓶中, 加三氯甲烷约 30 mL使溶解

后,用四氢呋喃定容至刻度, 摇匀, 作为对照品储备

液,精密量取溶液 1mL至 50 mL棕色量瓶中, 加四

氢呋喃 -三氯甲烷 ( 3B1)混合溶液稀释至刻度, 摇

匀,即为对照品溶液 ( 21324 Lg# mL
- 1

)。

213 供试品溶液的制备  取装量差异项下的内容
物,研细,精密称取适量 (约相当于人工牛黄 10 mg)

置 50mL棕色量瓶中,精密加入四氢呋喃 - 三氯甲

烷 ( 3B1)混合溶液 25 mL,称定重量, 置超声波清洗

器中室温超声 45m in后, 用四氢呋喃 -三氯甲烷 ( 3

B1)混合溶液补足减失的重量, 摇匀, 取上清液, 用

0145 Lm微孔滤膜滤过, 取续滤液, 作为供试品溶

液.

214 线性关系考察  精密量取 / 2120项下对照品

储备液 015, 018, 1, 2, 5, 10 mL置 50 mL棕色量瓶

中,加四氢呋喃 - 三氯甲烷 ( 3B1)至刻度, 摇匀, 分

别制成 11162, 11859, 21324, 41648, 11162, 23124 Lg
# mL

- 1
的对照品系列溶液 6份, 精密吸取对照品系

列溶液各 20 LL注入液相色谱仪, 按 / 2110项下色

谱条件测定胆红素峰面积, 计算总峰面积 (胆红素

Ó a、胆红素Ù a、胆红素Ø a 3个峰面积之和 ) , 以对

照品进样量 ( Lg)为横坐标 X, 总峰面积 Y为纵坐

标,绘制标准曲线,得回归方程为:

Y= 8621X + 89495 r= 019991
结果胆红素进样量在 010232~ 01465 Lg范围内,与

总峰面积呈良好的线性关系。

215 稳定性试验  精密吸取同一份供试品溶液 20

LL,在 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 h分别进样,按 / 2110项下
色谱条件测定峰面积.结果供试品溶液在 12 h内均

可保持稳定, 峰面积平均值 ( n = 7)为 226058, RSD

= 018%。
216 重复性和精密度试验
21611 重复性  精密称取同一批样品内容物 9份,

分别制成低、中、高 3个浓度各 3份的供试品溶液。

取样方法: 照 / 2130项下方法, 称取胶囊内容物 (约

相当于人工牛黄 10 mg) , 作为中间取样量, 制成中

浓度供试品溶液; 精密称取胶囊内容物 (约相当于

人工牛黄 5 mg)制成低浓度供试品溶液; 精密称取

胶囊内容物 (约相当于人工牛黄 20 mg ), 制成高浓

度供试品溶液。分别精密吸取上述供试品溶液各

20 LL注入液相色谱仪, 平行进 2次, 按 / 2110项下

色谱条件分别测定, 计算含量均值 ( n = 9)为 5116
Lg#粒 - 1

, RSD= 013%。
21612 精密度  取 / 216110项下中间浓度供试品

溶液,分别精密吸取上述供试品溶液各 20 LL注入

液相色谱仪,平行进样 6次,峰面积的 RSD = 012%
( n = 6)。

217 加样回收率  分别精密称取已知含量的胶囊

内容物 ( 5116 Lg#粒 - 1
)适量 9份 (约相当于人工

牛黄 5 mg )置 25 mL棕色量瓶中, 分别精密加入

/ 2120对照品溶液 510, 1010, 1510 mL,再分别加入

四氢呋喃 -三氯甲烷 ( 3B1)至刻度,按 / 2130项下方

法操作,制备供试品溶液。精密吸取各供试品溶液

20 LL, 注入液相色谱仪, 平行进样 2次, 测定峰面

积, 计算低、中、高 3个浓度的回收率 ( n = 6) , 结果

见表 1。总平均回收率 ( n= 18)为 9919%。
表 1 胆红素加样回收率试验结果 ( n= 6)

Tab 1 Resu lt of recovery for b ilirub in

样品含量

( contents)

/Lg

加入量

( added)

/Lg

测得量

( measured)

/L g

回收率

( recovery )

/%

平均回收率

( av erage

recovery ) /%

RSD

/%

26164 11162 381 15 9910 991 7 0187

25173 11162 371 43 10017

26171 11162 381 26 9914

25154 23124 481 86 10013 991 9 0140

25181 23124 491 00 9918

24198 23124 481 12 9916

25106 34186 591 98 10012 1001 1 0126

25131 34186 601 09 9918

26143 34186 611 38 10013

218 样品测定  取抽验 5批不同生产厂家样品, 平

行取样 2份,照 / 2130项下方法操作, 制备供试品溶

液. 同法处理不含人工牛黄的空白样品 (其他成分

相同 )。按 / 2110项下色谱条件试验. 精密吸取

/ 2120项下测定用对照品溶液、供试品溶液及空白

溶液各 20 LL, 注入液相色谱仪, 每份供试品溶液平

行进样 2次,测定峰面积, 以外标法计算含量. 结果

5批样品中胆红素含量 ( n = 2)分别为 5110, 5118,
5116, 5115, 5013 Lg#粒

- 1
。色谱图见图 1。
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图 1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC ch rom atogram s

A.对照品 ( reference sub stan ce)  B. 供试品 ( sam p le )  C. 空白

( b lank)

11胆红素Ó a( BRÓ a)  21胆红素Ù a( BRÙ a)  31胆红素Ø a

( BRØ a)

3 讨论

311 胆红素及其异构体的结构与性质  胆红素Ù a

在产品中的含量是衡量胆红素质量的重要标准,胆

红素Ù a在各种催化情况下可发生异构化作用, 得

到胆红素 Ù a、Ó a和胆红素 Ø a异构体的混合物。

胆红素 Ù a具有 1个内乙烯基 ( Endo- v iny l)和 1个

外乙烯基 ( exo- viny l), 胆红素 Ó a有 2个外乙烯

基,而胆红素 Ø a有 2个内乙烯基
[ 4 ]

,在 RP- HPLC

色谱中, 各色谱峰的保留时间分别为胆红素 Ó a

8199m in,胆红素 Ù a 11132 m in, 胆红素 Ø a 14142
m in,它们的出峰次序与有关文献报道一致

[ 3 ]
。胆

红素干燥时稳定,其氯仿溶液在暗处稳定,但在光照

条件下极不稳定,所以测定过程中尽量避免光线直

照。实验表明在暴露空气中可见光光照下 2 4h有

50%的胆红素分解为胆绿素, 所以全部操作都要在

避光条件下进行 (所有使用玻璃仪器要用黑布避光

覆盖或用棕色量瓶 )。

312 提取溶剂的选择  样品提取时,同时考察了以

四氢呋喃 - 三氯甲烷 ( 1B1)、四氢呋喃 -三氯甲烷

( 2B1)、四氢呋喃 -三氯甲烷 ( 3B1)进行提取, 含量

测定结果表明以四氢呋喃 -三氯甲烷 ( 3B1)提取时

提取效率最高,并且在色谱柱上胆红素色谱峰分离

效果最佳、最稳定。

313 流动相的选择  胆红素为脂溶性成分, 易溶于

有机溶剂中,故选择四氢呋喃、乙腈为流动相系统,

使用的醋酸铵溶液从 0105% , 011% , 012% 进行了
筛选, pH从 410, 412, 414, 416, 417, 418, 510进行试
验, 当 pH﹥ 418时, 分离度不好; 当 pH﹤ 415时,

保留时间后移, BRÓ a峰形变宽。最后通过色谱系

统适应性的几个指标: 理论板数、分离度、拖尾因子

等的要求,认为只有以四氢呋喃 -乙腈 - 011%醋酸
铵 ( pH 417) ( 42B22B36)组合为流动相时, 其色谱分

离效果较为理想。

314 柱温考察  对柱温 25, 30, 35, 40 e 进行考察,

以胆红素 Ó a、胆红素 Ù a、胆红素 Ø a 3个峰的分离

度为指标,比较不同柱温条件下的分离效果,结果表

明, 柱温 35 e 时, 3个峰之间的分离度最大, 因此选

择 35 e 为柱温。
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