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摘要  目的: 喜炎平是穿心莲内酯通过磺化反应制得的一种中药注射液, 穿心莲内酯磺化物 E是其中的主要成分, 也是产

品质量控制的目标成分。本文研究建立穿心莲内酯磺化物 E对照品的量值传递方法。方法 :选用化学性质稳定且具有法

定标准的母体化合物穿心莲内酯作为表征性参比物质, 通过 H PLC测定表征性参比物质与穿心莲内酯磺化物 E的标准曲线,

以其斜率的比值表征两者的摩尔紫外吸收系数比值,并作为校正因子,通过表征性参比物质的量值结合校正因子来传递穿心莲

内酯磺化物 E的量值。结果:表征性参比物质穿心莲内酯与穿心莲内酯磺化物 E的校正因子为 21 2912( RSD= 11 8% , n = 6)。结

论:以穿心莲内酯为表征性参比物质,通过校正因子, 可实现穿心莲内酯磺化物 E对照品量值的准确传递。
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Study of a potency value transm ission method for reference standard

of andrographolide sulfonate E in X iyanping injection
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Abstract Objective: Andrographo lide sulfonate E is one o f them ain constituents in X iyanping, an injectionm ade

from andrographo lide through sulfonating react ion. A po tency value transm issionmethod for reference standard of an-

drographolide sulfona te E w as established. Methods: The paren t compound, andrographolide, w as se lected as a dep-

u ty reference substance. Calibration curves of andrographolide and andrographolide su lfonate E w ere determ ined by

HPLC- UV and the slope rat io w as de fined as a calibrat ion factor represent ing themo le u ltrav iolet absorption coeff-i

cients ratio o f the tw o substances. Thus the potency va lue of sulfonate E reference standard cou ld be transm itted by

the value of deputy reference substance comb in ing w ith the calibrat ion factor. Results: The ca librat ion factor is

212912 w ith RSD 118% ( n= 6) 1Conclusion: The po tency value o f andrographo lide su lfonate E reference standard

can be transm itted accurate ly to keep constant cont inuously.

Key words: X iyanp in in jection; androg rapho lide su lfonate E; androg rapho lide; reference substance; value transm is-

sion

在药品质量控制过程中,保证药品标准物质具有

清楚的溯源与准确的量值传递有着十分重要的意义。

药品标准物质的量值传递一般采用药品质量标准规

定的法定方法或经过方法学论证的其他有效方法
[ 1]
。

在标准物质本身不稳定或不易获取的情况下,传统的

标定方法将无法有效实现准确的量值传递, 选择合适

的参比基准物,通过其量值结合校正因子的方法可以

较好地解决的这类问题
[ 2~ 4]
。

喜炎平是穿心莲内酯经与硫酸进行酯化反应制

备而成的中药注射剂,具有清热解毒、止咳止痢的功

效, 临床广泛用于支气管炎、扁桃体炎、细菌性痢疾

等
[ 5]
。其主要成分为穿心莲内酯的系列磺化物, 其

中以磺化物 E的含量最高
[ 6]
, 适于作为注射液质量

控制的目标成分。但磺化物 E的水溶性强,分离精

制较为困难,且稳定性较差, 不易获得与保存, 针对

这一成分进行检测的方法目前尚未见文献报道。为
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此,我们建立了一种以穿心莲内酯为表征性参比物

质,间接测定喜炎平注射液中穿心莲内酯磺化物 E

含量的方法,并进一步探讨影响该方法准确性的主

要因素,进而论证了方法的可行性。

1 材料与方法

1. 1 仪器与试药 Ag ilent 1100液相色谱仪 (仪器

A ), 包括 G1312A二元泵系统、G1329A自动进样

器、G1314A紫外检测器、G1379A在线脱气机、HP

ChemStat ion色谱工作站; Ag ilent 1200色谱仪 (仪器

B ), 包括 G1310A四元泵系统、G1329A自动进样

器、G1314B紫外检测器、GA1322A在线脱气机、HP

ChemStat ion色谱工作站; W aters 2690液相色谱仪

(仪器 C ) ,包括W aters 2690四元泵系统、Waters 996

二极管阵列检测器、M illenn ium32色谱工作站。穿

心莲内酯对照品, 批号 0797 - 200307, 纯度 9918%,
购自中国药品生物制品检定所;穿心莲内酯磺化物 E

对照品由烟台大学药学院制备,化学结构经 NMR和

MS等谱学方法综合确证,色谱归一化纯度为 9912%;
喜炎平注射液 (批号: 20081112, 20081114)由江西青

峰药业提供。所用试剂均为色谱纯或分析纯。

112 溶液配制 精密称取穿心莲内酯磺化物 E对

照品适量,甲醇溶解制成 200 Lg# mL- 1
的标准储备

液,精密量取上述溶液 5 mL置 10 mL量瓶中, 用甲

醇稀释定容,并依此类推, 等比稀释得穿心莲内酯磺

化物 E浓度为 100, 50, 25, 1215, 6125 Lg# mL
- 1
的

标准系列溶液,用于磺化物 E标准曲线测定。同法

配制穿心莲内酯标准系列溶液,用于表征性参比物

质标准曲线测定。

113 色谱条件 色谱柱 1
#
、2

#
分别为 Phenomenex

Luna C18柱 ( 250mm @ 416 mm, 5 Lm )和 YMC C18柱

( 250mm @ 416 mm, 5 Lm ), 色谱柱温 30 e ,流动相

为 A (乙腈 -异丙醇比例为 1B2) - B ( 012%磷酸 )

25B75,流速 110 mL# m in
- 1
,检测波长 225 nm,进样

量 20 LL。

2 实验结果

211 表征性参比物质的选择 在注射液产品质量

控制时,采用 HPLC- UV法测定其中穿心莲内酯磺

化物 E的含量, 因此, 表征性参比物质在磺化物 E

分析的 HPLC色谱条件下应有合适的保留时间,并

在检测波长处与磺化物 E有相似的光谱行为, 以减

少仪器的波长示值偏差所带来的测量误差。作为磺

化物 E的母体化合物,穿心莲内酯与磺化物 E具有

相同的发色团, 在 ( 225 ? 5) nm波长范围内, 二者的
紫外吸收光谱曲线相似;在相同浓度下,二者的紫外

响应相近 (图 1)。在磺化物 E的 HPLC色谱系统

中, 穿心莲内酯的保留时间适宜, 约 15 m in, 且与磺

化物 E及注射液中其他成分的分离度良好, 不产生

相互干扰 (图 2)。此外,穿心莲内酯化学性质稳定,

且有明确的药典标准,其商业对照品易得。因此,选

择穿心莲内酯作为表征性参比物质,并选择 225 nm

作为测定波长。

212 校正因子的确定 用 3台不同的液相色谱仪、

2根不同的色谱柱,分 3 d在相同的色谱条件下分别

测定穿心莲内酯磺化物 E和表征性参比物质穿心

莲内酯的标准曲线。以相应的色谱峰面积 Y对进

样量 X (Lg)进行线性回归的统计结果见表 1。根据
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校正后标准曲线的斜率计算磺化物 E和穿心莲内

酯标准曲线的斜率比, 即得校正因子, 其平均值为

212912,以 RSD计的误差为 118% ( n = 6)。由于校

正因子的误差包括有日间误差、仪器误差及色谱柱

误差等综合因素
[ 2]
, 误差范围在仪器分析误差允许

范围内,因此, 可以确定磺化物 E与穿心莲内酯的

校正因子为 212912。

表 1 穿心莲内酯磺化物 E与穿心莲内酯的校正因子计算结果

Tab 1 S tatistica l results of calibration fac tor betw een andrographolide su lfonate E and andrographolide

仪器

( instrum ent)

色谱柱

( colum n)

穿心莲内酯磺化物 E校正曲线

( calib rated equ at ion of andrographolide su lfonate E )

穿心莲内酯校正曲线

( calibrated equat ion of andrographolide )

校正因子

( calib rat ion factor)

A 1 Y= 83812X Y= 11925@ 103X 21309

2 Y= 89614X Y= 21074@ 103X 21314

B 1 Y= 90516X Y= 21012@ 103X 21263

2 Y= 89111X Y= 21016@ 103X 21221

C 1 Y= 89711X Y= 21073@ 103X 21310

2 Y= 93219X Y= 21182@ 103X 21338

213 仪器波长对测定结果的影响 HPLC的 UV检

测器波长示值可能存在偏差。国家计量局的仪器检

定规程中限定, HPLC紫外检测器的波长示值误差

为 ? 2 nm。利用液相色谱仪 A和 B, 分别在 223,

225, 227 nm波长处测定穿心莲内酯磺化物 E与穿

心莲内酯的校正因子,比较波长偏差对实验结果的

影响。在 223和 227 nm波长处,磺化物 E和参比

物质穿心莲内酯标准曲线斜率的比值与 225 nm

波长处的比值的相对偏差见表 2。由于此偏差是

假设仪器处于最大波长偏差 ( ? 2 nm ) , 且综合了

仪器和色谱柱间的误差, 故可看作波长偏差对测

定结果影响的极限值
[ 2]
, 即波长偏差所致的误差

应小于 115%。

表 2 波长偏差对校正因子测定结果的影响

Tab 2 Effec t of wavelength deviation on the calibration fac tor betw een andrographolide su lfonate E and andrographolide

仪器

( instrum ent)

色谱柱

( colum n)

波长

(w avelength )

/nm

校正曲线斜率 ( s lop e of calibrated equat ion s)

穿心莲内酯磺化物 E

( andrographolid e su lfonate E )

穿心莲内酯

( and rographol ide)

斜率比

( rat io of

s lope)

相对偏差 ( relat ive deviation) /%

223 nm /225 nm 227 nm /225 nm

A 1 223 89315 206917 213164

225 83812 192512 212968

227 90112 207818 213067

0185 0143

2 223 89211 208415 213366

225 89614 207413 213140

227 88618 207614 213414

0198 1118

B 1 223 95215 213214 212387

225 89111 201613 212627

227 99318 223416 212485

1106 0163

2 223 91018 204511 212454

225 90516 201116 212213

227 92613 203719 211991

1108 1100
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214 量值传递的准确性验证 取 2 个批号

( 20071112, 20071114)的喜炎平注射液 2 mL, 分别

过 ODS小柱 ( 100mm @ 115 mm, 30 Lm ), 35%甲醇
水洗脱,流速 1mL# m in

- 1
,弃去最初的 25mL洗脱

液,继续洗脱,收集 15mL洗脱液,并稀释至 25mL,

在液相色谱仪 A、B以及色谱柱 1、色谱柱 2上分别

以表征性参比物质穿心莲内酯和穿心莲内酯磺化物

E对照品为基准,测定并计算样品中磺化物 E的含

量。表 3数据显示,利用穿心莲内酯作为表征性参

比物质结合校正因子计算出的含量与直接利用磺化

物 E对照品计算出的含量偏差均小于 115%, 完全
在分析误差所要求的范围内。

表 3 以穿心莲内酯为表征性参比物质进行量值传递的准确性验证结果

Tab 3 Accuracy validation of value transm ission w ith andrographo lide as in term ediate reference substance

批号

( Lot No1 )

仪器

( in strum en t)

色谱柱

( colum n)

含量 ( conten t) /m g# mL- 1

I* II*

相对偏差

( relat ive deviation) /%

20081112 A 1 01812 01806 - 0170

2 01808 01801 - 0187

B 1 01789 01799 1126

2 01796 01802 0175

20081114 A 1 01698 01693 0172

2 01664 01658 0190

B 1 01658 01667 - 1137

2 01654 01662 1122

  I* 直接以穿心莲内酯磺化物 E对照品为外标计算 ( calcu lated w ith andrographolide su lfonate E as stand ard )

  II* 以标准参比物质为外标计算,再乘以校正因子 ( calcu latedw ith in term ed iate reference sub stance and calib ration factor)

3 讨论
穿心莲内酯是常用中药穿心莲抗炎、抗菌、抗病

毒的主要活性成分, 喜炎平是其经过磺化修饰所得

的水溶性混合物,穿心莲内酯磺化物 E为其中的主

要成分。本文建立了以穿心莲内酯作为表征性参比

物质, 通过表征性参比物质的量值结合校正因子的

分析方法,有效解决了目标成分对照品不易获得的

问题, 可实现喜炎平注射液中穿心莲内酯磺化物 E

量值的准确传递,结果令人满意,适于在产品质量控

制中推广应用。
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