
量 ,计算回收率。结果见表 1,结果表明方法的回收

率良好。
表 1　甘氨酸和蛋氨酸回收率试验 ( n = 3)

Tab 1　Recovery of Glyc ine and M eth ion ine ( n = 3)

成份
加入量

(mg)
测得量

(mg)
回收率

( % )
珋x

( % )
RSD
( % )

甘氨酸 20. 53 20. 52 99. 95

20. 74 21. 12 101. 83

20. 62 20. 67 100. 24

25. 36 25. 55 100. 75

24. 86 24. 40 98. 15 100. 53 1. 08

25. 52 25. 59 100. 27

33. 12 33. 61 101. 48

33. 26 33. 64 101. 14

33. 35 33. 67 100. 96

蛋氨酸 20. 51 20. 52 100. 05

22. 43 22. 85 101. 87

23. 16 23. 56 101. 73

27. 58 27. 47 99. 60

25. 99 25. 62 98. 58 100. 66 1. 13

27. 16 27. 47 101. 14

30. 42 30. 96 101. 78

30. 61 30. 93 101. 05

30. 96 31. 00 100. 13

2. 12　样品含量测定 　分别取 3批复方甘草酸苷胶

囊 (批号 : 080501～03) ,按 2. 1 ( 1)方法制备供试品

溶液 ,分别精密量取供照品溶液和对照品溶液各

200μL,按 2. 3项下衍生化方法操作 ,精密量取衍生

后的供试品溶液和对照品溶液各 20μL,分别注入液

相色谱仪 ,记录色谱图 ,按外标法以峰面积计算。

　　结果 3批样品 (批号 : 80501～03)中甘氨酸的

含量分别为 100. 2%、98. 3%、99. 9% ;蛋氨酸的含

量分别为 96. 8%、96. 9%、96. 6%。

3　讨论

　　氨基酸的衍生化方法有多种 ,如氯甲酸 92芴基

甲酯衍生化 [ 1、2 ]、二硝基氟 (或氯 )苯衍生法 [ 3 ]、W a2
ters AccQ. Tag

[ 4 ]氨基酸分析方法等 ,其中二硝基氟

(或氯 )苯衍生和 W aters AccQ. Tag氨基酸衍生过程

中受温度和反应时间影响较大 ,需要严格控制 ;而且

二硝基氟 (或氯 )苯属于剧毒类药品 ,购买和储存受

到较大限制 ,W aters AccQ. Tag试剂价格昂贵 ,因此 ,

在保证结果准确可靠的前提下选择氯甲酸 92芴基

甲酯衍生化 ,只需在室温下即可反应 ,操作简便 ,而

且试剂价格便宜 ,适合企业长期大量的使用。

　　另外 ,现有的氨基酸分析方法大多采用梯度分

析 ,基线波动较大 ;本方法经过试验 ,只需在等梯度

条件下即可进行 ,基线平稳 ,分析结果重复性更好。
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高效液相色谱法测定茜草双酯固体分散体中茜草双酯的含量
陈 　莉① ,肖若蕾 ,张玉霖 ,石 　露
(①咸宁学院药学院 　湖北 　咸宁 　437100)

摘 　要 :目的 　建立茜草双酯固体分散体中茜草双酯含量的测定方法。方法 　采用高效液相色谱法 :色谱柱为 Eurospher 100

- 5 C18色谱柱 (250mm ×4. 6mm, 5μm) ;流动相为甲醇 2水 ( 80∶20) ;流速 : 1. 0mL /m in;检测波长 : 264nm。结果 　茜草双酯在

20. 0～100. 0μg·mL - 1浓度范围内线性关系良好 ( r = 0. 999 8) ,平均回收率为 100. 25% , RSD为 1. 13%。结论 　本方法专属性

好 ,灵敏、可靠 ,适用于茜草双酯类制剂药物浓度的检测。

关键词 : HPLC;茜草双酯 ;固体分散体 ;含量测定
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D eterm ina tion of Rub ida te in Rub ida te Solid D ispersion by HPLC
CHEN L i

①
, X IAO Ruo2Lei, ZHANG Yu2L in, SH ILu

(① School of Pharmacy, Xianning University, Xianning　437100, Hubei　China)

ABSTRACT: A im To establish a method to determ ine the content of rubidate in rubidate solid dispersion by

HPLC. M ethods HPLC was used to determ ine the content of rubidate in rubidate solid dispersion. The separation

was performed on Eurospher C18 ( 250mm ×4. 6mm, 5μm ) column with methanol2water ( 80 ∶20 ) as the mobil

phase. The flow rate was 1. 0mL /m in and the wavelength was UV 264nm. Results The linear response range from

20. 0～100. 0μg·mL - 1 ( r = 0. 999 8). The recovery rate was 100. 25% , RSD = 1. 13%. Conclusion The HPLC

method, specific, sensitive and reliable, can be used in the detection of drug concentration.

KEY WO RD S: HPLC; rubidate; solid dipersion; content determ ination

　　茜草双酯 (Rubidate)具有明显的升高外围白细

胞的作用 ,能促进骨髓造血干细胞增殖 ,对化疗药物

所致白细胞减少有一定的治疗效果 [ 1 ]
,另外其抗氧

化和免疫抑制作用正在研究中 [ 2、3 ]。目前 ,茜草双

酯含量测定方法有比色法 [ 4 ]、紫外分光光度法 [ 5 ]、

氧化还原滴定法 [ 5 ]、荧光法 [ 6 ]等。本文建立了采用

高效液相色谱法测定茜草双酯固体分散体中茜草双

酯的含量的方法 ,具有准确、简便、灵敏度高、选择性

好等优点 ,可作为茜草双酯原料药及其固体分散体

制剂的质量控制方法。

1　仪器与试剂

　　N3000 高效液相色谱仪系统 (北京创新通

恒 ) , SARTOR IUS AG BP211D分析天平 (北京赛多

利斯 ) , CARY 50 CONC 紫外 2可见分光光度计 (美

国瓦里安 ) ,超声波清洗器 (昆山市超声仪器有限

公司 )。

　　茜草双酯标准品 (中国药品生物制品检定

所 , ) ;茜草双酯原料 (含量 100. 2% ,山东方明药业

股份有限公司 ,批号 051105) ;茜草双酯固体分散体

(自制 ,每克茜草双酯固体分散体含 0. 1g茜草双酯 ,

批号 : 070611, 070705, 070904) ; PVPK30 (上海化学

试剂公司 , 040914) ;甲醇为色谱纯 ,其它为分析纯 ,

重蒸水为自制。

2　方法与结果

2. 1 　色谱条件 　色谱柱 : Eurospher 10025C18

(250mm ×4. 6mm , 5μm) ;流动相 :甲醇 2水 (80∶20) ;

流速 : 1. 0mL /m in;检测波长 : 264nm;进样量 : 20μL;

柱温 :室温。此种条件下茜草双酯与杂质有良好的

分离 ,辅料无干扰 ,理论塔板数在 5 000以上 ,色谱

图见图 1。

2. 2　溶液的制备 　 (1)对照品溶液 　精密称取茜

草双酯对照品适量 ,用无水乙醇溶解 ,制成 100. 0

μg·mL
- 1的溶液 ,即得对照品贮备液。 (2)供试品溶

液 　取茜草双酯固体分散体约 0. 1 g,精密称定 ,置

25 mL量瓶中 ,加无水乙醇适量溶解 ,稀释至刻度 ,

摇匀 ,再从中移取 1. 0 mL至 10 mL 量瓶中定容 ,即

得。 (3)空白溶液 　取未加茜草双酯的空白辅料约

50 mg,精密称定 ,置 50 mL量瓶中 ,加无水乙醇溶

解 ,定容。

2. 3　检测波长的选择 　采用紫外分光光度计对茜

草双酯标准品溶液进行扫描 ,茜草双酯有 3个吸收

峰 ,见图 2。考虑吸收峰强度及测定干扰情况 ,选择

264nm最大吸收处作为检测波长。

A对照品　B样品　C空白对照　1茜草双脂

图 1　HPLC色谱图

F ig 1　Chroma togram s of rub ida te con trol
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2. 4　标准曲线的制备 　分别移取标准溶液 2、3、4、

5、6、7、8、10mL至 10mL量瓶中定容 ,按色谱条件测

定并记录色谱流出曲线 ,以峰面积 (A )对其响应浓

度 C进行线性回归 ,回归方程为 :

　　A = 32 621C + 90 912, r = 0. 999 8, n = 8

　　表明茜草双酯在浓度 20. 0～100. 0μg·mL
- 1范

围内 ,线性关系良好。

2. 5　最低定量限测定 　取茜草双酯标准品适量 ,以

无水乙醇稀释成系列浓度 ,分别进样测定 ,以信噪比

S/N≥10作为最低定量限。试验表明 ,在本试验条

件下的最低定量限为 0. 033μg·mL
- 1。

图 2　茜草双酯紫外光谱图

F ig 2　Ultrav iolet spectrum of rub ida te

2. 6　精密度试验 　取 2. 3项下溶液 ,按 2. 1项下色

谱条件测定 ,连续进样 5次 , RSD为 1. 74%。

2. 7　加样回收率试验 　精密称取 6份已知含量的

样品 (批号 : 070705 ) , 每份约 50mg, 精密加入

1. 004mg·mL
- 1的茜草双酯对照品溶液 5. 0mL,按

2. 2 (2)项下制备供试品溶液 ,记录色谱图并计算回

收率。

表 1　回收率测定结果 ( n = 6)

Tab 1　Results of recovery ( n = 6)

取样量

(mg)

样品量

(mg)

加入量

(mg)

测得量

(mg)

回收率

( % )

珋x

( % )

RSD

( % )

50. 24 4. 958 5. 020 10. 051 101. 48

51. 13 5. 046 5. 020 10. 136 101. 39

50. 02 4. 936 5. 020 9. 996 100. 80

50. 37 5. 030 5. 020 10. 034 99. 69 100. 25 1. 13

49. 64 4. 898 5. 020 9. 858 98. 77

51. 26 5. 059 5. 020 10. 048 99. 38

2. 8　重复性试验 　取同一批号的样品 5份 (批号 :

070611) ,精密称取约 100mg,按 2. 1项下操作 ,结果

平均含量为 96. 4% , RSD为 1. 44% ( n = 5)。

2. 9　稳定性试验 　取样品 (批号 : 0700611)适量配

制无水乙醇溶液 ,放置 1、2、3、4h,进样 20μL,测得

峰面积的 RSD为 1. 63% ,表明 4h内 ,在避光条件下

茜草双酯无水乙醇溶液较稳定。

2. 10　样品测定 　精密称取不同次制备的茜草双酯

固体分散体各 1份按 2. 2 ( 2 )项下制备样品溶液。

按色谱条件测定并计算 ,结果见表 2。
表 2　样品测定结果 ( n = 4)

Tab 2　D eterm ina tion result of sam ples( n = 4)

批号 取样量 ( g) 标示量 ( % )

070611 0. 1023 96. 14

070705 0. 1102 99. 33

070904 0. 1036 98. 69

3　讨论

　　采用高效液相色谱法对茜草双酯固体分散体进

行定量分析 ,具有比紫外可见分光光度法更好的专

属性、准确性、灵敏度 ,更适于制剂分析。

　　实验过程中比较了不同浓度的乙醇 2水及乙醇 2
水 2冰醋酸混合液及无水乙醇等溶剂 ,考虑到茜草双

酯易氧化和水解的特点及不易溶于水而易溶于乙醇

溶液中 ,本实验选择无水乙醇做溶剂 ,同时采用避光

操作 ,使样品保持稳定的时间较长 ,有利于实验的进

行 ,确保了实验的准确性和稳定性。

　　本实验比较了各种流动相对分离效果的影响。

采用多种流动相 :甲醇 21. 2%乙酸 ( 65∶35 ) ;甲醇 2
水 2四氢呋喃 (310∶90∶3) ;甲醇 2水 2冰醋酸 (80∶20∶1) ;

乙腈 2水 (60∶40) ;乙腈 2水 (80∶20) ;乙腈 2水 (70∶30) ;

甲醇 2水 (80∶20) ;甲醇 2水 (70∶30) ;甲醇 2水 (85∶15)。

通过比较这些流动相对分离结果的影响 ,以流动相为

甲醇 2水 (80∶20)时 ,色谱峰峰型、分离度均较好 ,拖尾

因子小 ,且分析时间较适宜 ,经济易得。

　　由于茜草双酯化学性质不稳定 ,遇光逐渐变色 ,

实验过程应注意避光处理 ,且放置时间不宜超过 4h。
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