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摘要 � 目的 :建立用高效液相色谱法测定灯盏花素注射液中野黄芩苷含量及其有关物质。方法:采用 Ag ilent TC C18 ( 5 �m,

4� 6 mm � 250 mm )色谱柱,以甲醇 - 0� 1 m ol� L - 1醋酸铵溶液 (用磷酸调节 pH 3� 0) ( 32�68)为流动相, 流速 1�0 mL� m in- 1,

检测波长 335 nm。结果:主峰和相邻杂质峰能较好地分离; 野黄芩苷浓度在 26� 02~ 312�24�g� mL- 1范围内具有良好的线性

关系 ( r= 0�9994, n= 5); 最低检出量为 2 ng;灯盏花素注射液中的主要有关物质为灯盏花甲素。结论:本法专属准确, 可用于

灯盏花素注射液的质量控制。
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Abstract� Objective: To establish an RP- HPLC method for the determ inat ion o f brev iscap ine in jection and its re�
lated substances.M ethods: In thisHPLC method, Ag ilentTC C18 ( 5 �m, 4�6mm � 250mm ) column w as adopted,

themobile phase consisted o f methano l- 0�1 mo l� L
- 1

ammonium acetate ( adjusted to pH 3�0 w ith phosphoric

acid) ( 32�68) at the f low rate o f 1. 0mL� m in
- 1

w ith the detection w aveleng th o f 335 nm. Results: The prom inent

peak and the ne ighbor subsidiary peak could be completely separated by the methed. The standard curve w as linear

in the range of 26�02- 312�24 �g� mL- 1
( r= 0�9994, n = 5), w ith the de tect ion lim it o f 2 ng. The prom inent re�

lated substancew as 4�- hydroxyba ica lein - 7- O - �- D - pyrang luconatemethyleste. Conc lusion: The m ethod is

proved to be selective, accurate and su itable for the quality contro l o f breviscapine in jection.
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灯盏花素是从菊科植物短葶飞蓬 [ E rig eron

breviscapus ( V ant. ) H and. - M azz. ]中提取的黄

酮成分, 主要用于治疗心血管疾病, 改善血液循

环。灯盏花素注射液为灯盏花素的灭菌水溶

液 , 主成分为野黄芩苷。 �中华人民共和国卫生
部药品标准 �中药成方制剂 (第二十册 )

[ 1 ]
收载

了该品种, 标准中的含量测定采用紫外分光光

度法, 有关物质采用 H PLC法 , 但实验中发现有

关物质项下的色谱条件中主峰峰形拖尾较严

重。依据文献报道
[ 2 ~ 5 ]

, 本文对色谱条件进行

了优化, 完善了检测方法, 可同时用于含量测

定。本文还对注射液中的主要有关物质之一进

行了研究, 并分离制备得到单体, 经结构确证为

灯盏花甲素。

1� 仪器与试药

W aters A lliance高效液相色谱仪 (包括 DAD检

测器,脱气机, 四元泵,柱温箱, Empow er色谱工作站

及自动进样系统 )。

野黄芩苷对照品 (中国药品生物制品检定所提

供, 批号 110842- 200605)。甲醇为色谱纯,水为超

纯水,其余试剂均为分析纯。灯盏花素注射液为国

内 10个企业的样品 (规格 5 mL�20 mg或 2 mL�

5mg)。
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2� 色谱条件
采用 Ag ilen tTC C18 ( 5 �m, 4�6mm � 250 mm )

色谱柱,以甲醇 - 0�1 m ol� L
- 1
醋酸铵溶液 (用磷

酸调节 pH 3�0) ( 32�68)为流动相,流速 1�0mL�

m in
- 1
, 检测波长 335 nm, 柱温 30 � , 进样量

20 �L。

3� 有关物质检测
3�1� 破坏试验 � 以 A药厂的批号为 08012241(规

格 5mL�20 mg)的灯盏花素注射液进行以下试验。

3�1�1� 供试品溶液 � 取本品 5 mL, 置 100 mL量瓶

中, 加水稀释至刻度,摇匀, 取 20 �L,注入液相色谱

仪, 记录色谱图,结果见图 1- A。

图 1� 破坏试验的色谱图

Fig 1� Ch rom atogram s of d estru ct ive test

A.未破坏样品 ( undestroyed) � B.酸破坏 ( acid destroy) � C.碱破坏 ( base destroy) � D.氧化破坏 ( oxidat ion destroy) � E.热破坏 ( heat destroy)

F.光破坏 ( illum ination dest roy)

1.野黄芩苷 ( scutellarin ) � 2�灯盏花甲素 ( 4�- hyd roxybaicalein- 7- O - �- D - pyrang lucon atem ethy leste)

3�1�2� 酸破坏性试验 � 取本品 5 mL, 置 100 mL量

瓶中, 加 0�5 mo l� L
- 1
盐酸溶液 2 mL, 室温放置 2

h,加 0�5 mo l� L
- 1
氢氧化钠溶液 2 mL, 加磷酸二氢

钾约 5mg,加水定容至刻度, 摇匀,取 20 �L, 注入液

相色谱仪,记录色谱图,结果见图 1- B。

3�1�3� 碱破坏性试验 � 取本品 5 mL,置 100 m量

瓶中, 加 0�5 mo l� L
- 1
氢氧化钠溶液 2 mL,室温放

置 0�5 h,加 0�5 mo l� L
- 1
盐酸溶液 2 mL,加磷酸二

氢钾约 5 mg,加水定容至刻度,摇匀,取 20 �L,注入

液相色谱仪,记录色谱图, 结果见图 1- C。

3�1�4� 氧化破坏试验 � 取本品 5 mL, 置 100 mL量

瓶中, 加 3%过氧化氢溶液 2mL,置室温下放置 1 h,

加水稀释至刻度,摇匀,取 20 �L, 注入液相色谱仪,

记录色谱图,结果见图 1- D。

3�1�5� 热破坏试验 � 取本品 5mL,置 100mL量瓶

中, 130 � 放置 5 h, 放冷, 加水稀释至刻度, 摇匀,

取 20 �L, 注入液相色谱仪,记录色谱图,结果见图

1- E。

3�1�6� 光破坏试验 � 取本品 5 mL, 置 100 mL量瓶

中, 加水稀释至刻度,摇匀,于光照度 4500 lx下放置

3 d,取 20 �L, 注入液相色谱仪,记录色谱图,结果见

图 1- F。

3�1�7� 结论 � 试验结果表明本品对酸、碱不太稳定,

对氧化、光、热较稳定,该色谱条件能将野黄芩苷与各

破坏条件下产生的降解产物进行有效的分离。

3�2� 最低检出量 � 取野黄芩苷对照品适量, 定量稀

释制成 0�1 �g� mL- 1
的溶液,精密量取 20 �L,注入

液相色谱仪,记录色谱图,野黄芩苷色谱峰 S /N� 3,

最低检出量为 2 ng。

3�3� 溶液稳定性试验 � 取 � 3�1�1�项下的供试品
溶液,分别于 0, 2, 4, 6, 8 h,精密量取 20 �L注入液

相色谱仪,记录色谱图。结果表明供试品溶液于 12

h内, 总杂质峰面积无明显变化, RSD为 0�36%。
3�4� 耐用性考察 � 采用 3根不同品牌的色谱柱

Ag ilentTC C18柱 ( 5 �m, 4�6 mm � 250 mm )、Zorbax

SB C18柱 ( 5 �m, 4�6mm � 250 mm )和 D iamonsil C18
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柱 ( 5 �m, 4�6 mm � 250 mm )及不同仪器 Ag ilent

1100和 Waters A lliance,对方法的耐用性进行考察。

在不同条件下进行分析, 均能够保证主峰和杂质峰

完全分离,且保留时间也比较合理。因此方法的耐

用性好。

3�5� 样品的测定 � 经过上述的方法学研究,表明本

文拟定的有关物质检测方法,专属性强,适合本品的

有关物质检查。抽取不同企业共 10批样品,用水稀

释制成浓度为 0�2mg� mL
- 1
的溶液,作为供试品溶

液, 精密量取 20 �L,注入液相色谱仪, 记录色谱图

至主成分保留时间的 3倍。供试品溶液色谱图如显

杂质峰,除溶剂峰外,各杂质峰峰面积之和不得过主

峰峰面积的 10%。同时用现行质量标准方法
[ 1]
检

测, 结果见表 1,从表 1可见采用新拟定方法的结果

明显高于原检测方法,说明新拟定方法的检出概率

及分离效果更优。
表 1� 有关物质和野黄芩苷含量测定结果 (% )

Tab 1� R esu lts of related substances and determ ina tion of scu te llarin

生产厂家

( manufacturer )

批号

( Lo t No. )

有关物质 ( related substances) 野黄芩苷 ( scute llar in)

本法 ( them ethod) 原方法 ( the orig in method) 本法 ( theme thod) 原方法 ( the orig in method)

A 08012141 6�20 3�5 81�5 99�7

B 08012301 9�72 4�6 78�9 97�3

C 0801021 29�19 15�6 75�2 95�8

D 20060401 16�95 6�9 78�5 100�9

E 070601 16�17 8�1 77�9 96�7

F 070703 9�89 6�5 76�3 96�8

G 070801 7�85 5�3 78�0 97�5

H 20080407 7�53 4�5 80�0 100�4

I 0804251 19�90 8�1 75�4 100�6

J 20081063 3�53 2�8 95�6 96�3

3�6� 有关物质的鉴定 � 对本品有关物质中的峰 2

(见图 2- A)进行分析,根据文献报道
[ 6, 7 ]
及 ESI负

离子化 LC- M S法 [仪器: W aters Quattro prem ier XE

三重四级杆串联质谱联用仪;色谱条件:色谱柱 Ag i�
lent TC C18 ( 5 �m, 4�6mm � 250 mm), 流动相 0�1%
甲酸水溶液 (A)和甲醇 (B),梯度洗脱 ( 0~ 60�0m in,

图 2� 灯盏花素注射液中有关物质分析鉴定图谱

Fig 2� Test of related substances for b rev iscap in e in ject ion

A.灯盏花素注射液 HPLC图 (H PLC chrom atogram of breviscap ine in jection) � B.灯盏花甲素的 ESI- - M S数据和分子结构 ( ES I- - MS spectrum

and the corresponding structure of 4�- hyd roxybaicalein- 7- O - �- D - pyrang lucon atem ethy leste )

1�野黄芩苷 ( scutellarin ) � 2�灯盏花甲素 ( 4�- hyd roxybaicalein- 7- O - �- D - pyrangluconatem ethyles te)

�36� 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2011, 31( 1)



流动相 A从 75% 线性变化到 30% ; 60�0 ~ 60�1
m in, 流动相 A从 30% 直接变化到 15% ; 60�1 ~
65�0m in, 15%流动相 A; 65�0~ 75� 0m in,流动相 A

从 15%线性变化到 75% , 保持 5m in) ,流速 0�5mL

� m in
- 1
, 柱温 35 � ; 质谱条件: 毛细管电压 3�0

kV,锥孔电压35 V, 离子源温度 110 � ,脱溶剂气温

度 350 � , 脱溶剂气流量 500 L� h
- 1

]测得的准分

子离子峰 [M - H ]
-
为 m /z 445, 主要碎片离子峰 [M

- H - 176(葡萄糖醛酸 ) ]
-
为 m /z 269,经分离制备

得到单体后 NMR测定, 确证它为灯盏花甲素 (芹菜

素 7- O - �- D -葡萄糖醛酸苷 )。由于在所选用

的 LC- M S法的条件下, 主峰前和后的杂质峰未出

现明显的色谱峰, 且其质谱行为分子离子峰不稳

定, 我们将在课题的下一步研究中作进一步的

分析。

4� 含量测定

4�1� 线性关系考察 � 精密称取经五氧化二磷减压干
燥 24 h的野黄芩苷对照品 0�1041 g,置 200 mL量瓶

中,加甲醇稀释至刻度,摇匀,作为储备液, 精密量取

上述溶液 0�5, 1�0, 2�0, 4�0, 6�0 mL, 分别置 10 mL

量瓶中,加 70%甲醇稀释至刻度, 摇匀, 取上述溶液

各 20 �L,注入液相色谱仪, 记录色谱图, 以浓度 ( C )

为横坐标,峰面积 (A )为纵坐标,绘制标准曲线, 回归

方程为:

A = 6�444 � 104C+ 1�994 �105 � r= 0�9994
试验结果表明,野黄芩苷浓度在 26�02~ 312�24

�g� mL
- 1
范围内, 线性关系良好。

4�2� 重复性试验 � 取样品 ( A药厂, 批号 08012241;

规格 5 mL�20mg) 5mL共 6份, 分别置 200 mL量瓶

中,加 70%甲醇稀释至刻度,摇匀, 即得供试品溶液;

另取线性关系考察试验项下的第 3份溶液,作为对照

品溶液。取上述 2种溶液各 20 �L, 注入液相色谱

仪,记录色谱图, 依法测定。 6份样品中野黄芩苷平

均含量为 3�30mg� mL
- 1
, RSD为 0�29%。

4�3� 加样回收率试验 � 精密量取 � 4�2�项下已测含
量的 A药厂样品 ( 3�30 mg� mL

- 1
) 2�5 mL, 共 6份,

分别置 100mL量瓶中, 各精密加入野黄芩苷对照品

约 10mg,加 70%甲醇稀释至刻度,摇匀, 制得供试溶

液;另取线性关系考察试验项下的第 3份溶液, 作为

对照品溶液。取上述 2种溶液各 20 �L, 注入液相色

谱仪,记录色谱图,依法测定, 计算回收率。结果平均

回收率为 99�60%, RSD为 0�33%。
4�4� 样品的测定 � 取表 1所列的样品, 分别用 70%

甲醇稀释制成 0�1 mg� mL
- 1
的溶液, 摇匀,即得供试

品溶液;精密称取经五氧化二磷减压干燥 24 h的野

黄芩苷对照品约 10mg, 置 100mL量瓶中,加甲醇 70

mL溶解后,加水稀释至刻度,即得对照品溶液。精密

量取 20 �L,注入液相色谱仪,记录色谱图 (见图 3),

按外标法以峰面积计算。同时用现行质量标准方

法
[ 1]
检测, 结果见表 1, 从表 1可见, 新拟定的方法

(HPLC法 )的含量测定结果明显低于原方法 ( UV

法 ), 说明新拟定的方法专属性更强。

图 3� 含量测定的 HPLC色谱图

Fig 3� HPLC ch rom atogram s of determ ination

A.对照品 ( reference sub stan ce) � B.样品 ( sam ple)

1.野黄芩苷 ( scutellarin )

5� 讨论

5�1� 现行质量标准中存在的问题 � 在现行质量标
准中有关物质色谱条件下流动相选择不当, 造成主

峰峰形不对称,不能与杂质峰完全分离,各杂质峰之

间的分离情况也不佳; 且由于供试品溶液浓度偏低

( 25 �g� mL- 1
) ,因而有关物质检出率也会降低;含

量测定采用紫外分光光度法测定, 测得的是总黄酮

的量,而不是其主要成分野黄芩苷的量, 缺乏专属

性。因此我们对有关物质项下的色谱条件 (包括流

动相的组成、供试品溶液浓度的设置 )进行了优化,

完善了检测方法,并且可同时用于含量测定。

5�2� 溶剂种类的选择 � 在有关物质项下,参照现行

质量标准仍采用水作为溶剂,经过试验,其溶剂峰不

干扰样品的测定。含量测定项下, 由于野黄芩苷对
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照品水溶性较差,试验中比较了各种不同比例的甲

醇,最终选用 70%甲醇作为溶剂。

5�3� 检测波长的选择 � 从灯盏花素注射液的 DAD

的三维图谱反映,野黄芩苷在 335 nm有最大吸收,而

且大部分有关物质均在 335 nm波长处有较强的紫外

吸收,故选择 335 nm作为有关物质的检测波长。

5�4� 流动相的选择 � 根据文献资料又比较了不同
的色谱系统:甲醇 -水 -冰醋酸 ( 30�70�1); 甲醇 -

0�1%甲酸 [ 7 ]
; 甲醇 - 0�1% 磷酸 ( 40�60 ) [ 8 ] ; 甲

醇 - 0�1mol� L
- 1
醋酸铵溶液 ( 32�68) ; 甲醇 - 0�1

mo l� L
- 1
醋酸铵溶液 (用磷酸调节 pH 3�5) ( 32�

68) ;甲醇 - 0�1 mo l� L
- 1
醋酸铵溶液 (用磷酸调节

pH 3�0) ( 32�68); 甲醇 - 0�1 mo l� L
- 1
醋酸铵溶液

(用磷酸调节 pH 2�5) ( 32�68)等。发现选择甲醇 -

0�1mo l� L
- 1
醋酸铵溶液 (用磷酸调节 pH 3�0) ( 32

�68)作为流动相,主峰出峰时间合适, 峰形较好,且

各杂质峰之间的分离情况较好, 流动相 pH亦较合

适。
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