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HPLC测定肾上腺色腙注射液的含量及有关物质
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摘要: 目的 � 测定肾上腺色腙注射液的含量及有关物质。方法 � 采用 HPLC法, 用 Zorbax C18色谱柱 ( 250 mm  4. 6 mm , 5

�m ); 甲醇 - 0. 01 m o l� L - 1磷酸二氢钾溶液 (含 0. 1%三乙胺, 磷酸调 pH3. 8) ( 25� 75)为流动相; 流速 1. 0 m l�m in- 1;检测波长

355 nm; 柱温 30! ;进样量 10 � l。结果 � 在该色谱条件下, 肾上腺色腙与其相邻杂质峰能完全分离, 在 10~ 100 �g�m l- 1线性

关系良好 ( r2 = 0. 9999)。结论 � 所建方法简便、准确、专属性好, 可作为肾上腺色腙注射液中主药的测定及有关物质检查。
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Determ ination of Carbazochrom e and related substances in Carbazochrom e injection by
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Abstrac t: OBJECTIVE� T o estab lish a m ethod fo r the determ ination of C arbazochrom e and its re lated substances in Carbazochrom e

injection. M ETHODS� T he HPLC sy stem consisted of a Z orbax C18 co lum n ( 250 mm  4. 6 mm, 5�m ), a m ix ture of m ethano l and

so lution of potass ium phosphate( 25� 75) as mob ile phase, the flow rate w as 1. 0 m l�m in- 1 and the de tection w ave length w as at 355

nm. The co lum n tem pera ture was 30! . RESULTS� C arbazochrom e could be comp lete ly separated from other impurities. The linear

rang e o f carbazochrom e w as 10- 100�g� m l- 1 ( r2 = 0�9999) . CONCLU SION� T he m ethod is sim ple, accu rate and is su itab le for the

determ ination o f Carbazo chrom e and related substances in carbazo chrom e injection.

K ey words: C arbazoch rom e; H PLC; R elated substance; D eterm ina tion
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� � 肾上腺色腙可增加毛细血管对损伤的抵抗力。

用于治疗毛细血管损伤所致的出血及血小板减少性

紫癜。肾上腺色腙及其制剂均收载于卫生部药品标

准化学药品及制剂 ( 89年版 )第一册, USP、BP及 EP

均未收载该品种。为配合国家药监局开展的药品标

准提高行动计划, 根据国家药典委员会关于 ∀第二
次注射剂 (化学药 )质量标准提高工作 #的安排,我

们对肾上腺色腙注射液的质量标准进行了研究,采

用 H PLC法测定肾上腺色腙注射液中主药的含量和

有关物质。

1� 实验部分

1. 1� 仪器与试药

2695高效液相色谱仪 (美国 W aters); 1100高

效液相色谱仪 (美国 Ag ilent)。肾上腺色腙对照品

(原料精制而得, 郑州羚锐制药有限公司, 99�9% );

肾上腺色腙注射液 (无锡市第七制药有限公司、徐

州莱恩药业有限公司、郑州羚锐制药有限公司、杭州

回音必集团抚州制药有限公司、武汉远大制药集团

有限公司 ) ;甲醇为色谱纯;其余试剂为分析纯。

1. 2� 方法与结果
1. 2. 1� 色谱条件 � 色谱柱为 Zorbax C18柱 ( 250 mm  

4. 6 mm, 5 �m ),流动相为甲醇 - 0. 01 m o l�L
- 1
磷酸二

氢钾 (含 0. 1%三乙胺,磷酸调 pH 3. 8) ( 25� 75) ;检

测波长 355 nm;柱温 30! ; 流速 1. 0 m l�m in
- 1

;进样

量 10 � ;l理论板数按肾上腺色腙峰计不低于 2. 5  

10
3
,肾上腺色腙与相邻峰的分离度应符合要求。

1. 2. 2� 溶液的制备 � 取 1 m l样品, 加 10 m l1 m o l�

L
- 1
的盐酸溶液, 室温放置 0. 5 h, 用 1 m ol�L

- 1
的氢

氧化钠溶液中和,再用流动相稀释至 50 m ,l得酸破

坏溶液。取 1 m l样品,加 10 m l 1 m o l�L
- 1
的氢氧化

钠溶液,室温放置 0. 5 h,用 1 m o l�L
- 1
的盐酸溶液中

和, 再用流动相稀释至 50 m ,l得碱破坏溶液。取样

品,在 120! 加热 4 h,取适量用流动相稀释至 50 m l

得高温破坏溶液。取样品, 3. 5  10
3
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d,得光照破坏溶液。取样品适量,加流动相制成 50

�g�m l
- 1
的样品溶液。同法制备按处方配比的空白

辅料、肾上腺色腙对照品溶液。

1. 2. 3� 方法的专属性 � 分别取 10 �l按处方配比

的空白辅料、肾上腺色腙对照品及样品的溶液, 按

∀ 1. 2. 1#项色谱条件测定。结果肾上腺色腙对照品

及样品各色谱峰均分离很好, 空白辅料不干扰测定

(图 1A ~ C )。同法取酸破坏、碱破坏、光照破坏、高

温破坏溶液测定,结果各条件下均能产生明显杂质,

且各杂质峰均能与肾上腺色腙主成分峰很好分离

(图 1D~ G )。

1. 2. 4� 线性关系考察 � 取肾上腺色腙对照品适量,

图 1� 空白辅料 ( A)、对照品 ( B)、样品 ( C)、酸破坏 ( D)、碱破坏 ( E)、光照破坏 ( F)和热破坏 ( G)溶液的 HPLC图谱

F ig 1� HPLC chrom atogram s of tablet ex cipients solution ( A ), contro l so lution( B), samp le solution( C ), acid destruction so lution( D ), alka li

destruction so lution ( E), l ight destruction so lution( F) and heat destruction so lution( G)

用流动相制成 0. 1 mg�m l
- 1
的贮备液。分别精密量

取 1、2、5、7、10 m l于 10 m l量瓶中, 用流动相定容,

摇匀, 按 ∀ 1. 2. 1#项条件测定, 记录色谱图。以浓度

对峰面积进行回归, 其回归方程为: A = 61�495C +

41�043( r= 0. 9999)。结果表明, 肾上腺色腙 10 ~

100 �g�m l
- 1
与峰面积的线性关系良好。

1. 2. 5� 回收率试验 � 按照处方比例分别加入肾上

腺色腙和辅料, 3个水平 9份 ( 80%、100%、120%各

3份 ) ,加流动相制成 50 �g�m l
- 1
的溶液, 摇匀, 过

滤,按 ∀ 1. 2. 1#项条件测定, 用回归方程计算回收

率。其平均回收率为 100. 6% , RSD = 1�27%。

1. 2. 6� 精密度与稳定性试验 � 取 ∀ 1. 2. 4#项下的 3

号溶液,重复进样 6次, 峰面积的 RSD = 0. 08% ( n =

6)。取样品溶液分别在 0、2、4、6、8、10 h测定, 结果

表明, 供试品溶液在 10 h内稳定性良好,峰面积的

RSD = 0. 4%。

1. 2. 7� 检出限 � 取 ∀ 1. 2. 4#项下的 1号溶液, 用流

动相逐步稀释,分别进样。用 UV检测器检测, 0. 05

�g�m l
- 1
的溶液进样 3 �l时, S /N = 2�6, 检出限为

0. 15 ng;用 DAD检测器检测, 0�5 �g�m l
- 1
的溶液进

样 2 �l时, S /N = 3. 3,检出限为 1 ng。

1. 2. 8� 样品的测定 � 分别精密量取 10 �l样品、肾

上腺色腙对照品溶液,进样,记录色谱图至主成分峰

保留时间的 4倍,按外标法以峰面积计算得样品的

含量。取样品适量, 分别加流动相制成约含肾上腺

色腙 100、1 �g� m l
- 1
的样品溶液。同法取 20 �l

1 �g�m l
- 1
的样品溶液进样, 调节检测灵敏度, 使主

成分色谱峰的峰高约为满量程的 20% ;再精密量取

各 20 �l 100、1 �g�m l
- 1
的样品溶液,进样,记录色谱

图至主成分峰保留时间的 4倍。 100 �g�m l
- 1
样品

溶液的色谱图中如有杂质峰,各杂质峰面积的和,不

得大于 1 �g�m l
- 1
样品溶液的主峰面积 ( 1. 0% )。

取不同生产厂家的样品, 按 ∀ 1�2�1#项条件进行测

定, 结果见表 1。

表 1� 肾上腺色腙的含量及有关物质测定结果

Table 1� Carbazochrom e content and related substances in Carba�

zochrom e injection

M anufactures Batch N o.
Contents/

%

R elatedd

substances/%

无锡市第七制药有限公司 06021611 101. 7 0. 34

07040111 99. 9 0. 21

徐州莱恩药业有限公司 050922 98. 6 0. 38

郑州羚锐制药有限公司 0504017 95. 3 0. 17

0603182 96. 6 0. 28

0702051 94. 9 0. 19

杭州回音必集团抚州制药有限公司 05122401 98. 1 0. 32

06011501 95. 2 0. 32

06021101 96. 6 0. 42

武汉远大制药集团有限公司 1 m l� 5 mg 070701 100. 1 0. 05

2 m l� 10 mg 070701 101. 4 0. 05

2� 讨论

根据肾上腺色腙注射液处方比例, 分别取肾上

腺色腙原料药、水杨酸钠、苯甲醇和依地酸二钠, 用

流动相制成约相当于肾上腺色腙 50 �g�m l
- 1
的溶

液, 用W aters 2695 /2996 HPLC检测,在 355 nm的色

谱图中,只有肾上腺色腙色谱峰;在 254 nm的色谱

图中可见 3个峰, 色谱峰保留时间从小到大依次为

肾上腺色腙、水杨酸钠和苯甲醇, 依地酸二钠在整个
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色谱系统中均无色谱峰。用 Ag ilent 1100 H PLC /UV

检测, 在 355 nm处即能检出 3个色谱峰, 出峰顺序

同上。故选择 355 nm作为含量测定的检测波长, 选

择 254 nm作为有关物质检查的检测波长。

取空白辅料、对照品、注射液溶液,用出峰个数、

理论板数、分离度及对称性等参数考察流动相。选

择甲醇 - 0. 01 m ol� L
- 1
磷酸二氢钾 (含 0. 1%三乙

胺,磷酸调 pH 3. 8) ( 25� 75)作为流动相较为合

适
[ 1]
。在流动相组成及比例不改变的前提下, 调节

不同的 pH, 当溶液 pH 3. 8时, 分离效果较好, 辅料

中水杨酸钠的色谱峰形状较对称。

参考文献:

[ 1] � 邱颖姮,罗慧莉,李军.高效液相色谱法测定卡巴克络片的含

量 [ J] .中国现代应用药学, 2006, 06: 63- 64.

收稿日期: 2008- 01

作者简介:余晓红,女,从事医院药学工作。

HPLC测定刺蒺藜总皂苷中的薯蓣皂苷元
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摘要: 目的 � 测定刺蒺藜总皂苷水解后薯蓣皂苷元的含量。方法 � 采用 EL SD - H PLC法, 并考察其方法学。结果 � 薯蓣皂

苷元 39. 68~ 942�g�m l- 1与峰面积的线性关系良好, 方法具有较好的精密度、稳定性、重复性和较高的回收率。结论 � 所建方

法准确、简便、易行, 可作为刺蒺藜总皂苷的质量控制指标。

关键词: 刺蒺藜总皂苷; 薯蓣皂苷元;蒸发光散色检测器;反相高效液相色谱法
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Determ ination of diosgenin hydrolyzed from total saponins ofTribulus terrestrisL. byELSD-

HPLC method
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Abstrac t: OBJECTIVE� The m ethod of ev aporation ligh t scatter ing detector w ith ELSD - H PLC was estab lished for m easuring the

content of d iosgen in hydro ly zed from to tal sapon ins o f T ribu lus terrestris L. M ETHODS and RESULTS� T he results showed that the

m ethod of ELSD - H PLC had a good linearity in the range o f 39. 68- 942 �g� m l- 1, and had good prec is ion, stability, repea tab ility

and h igher recovery. CONCLUSION� It is ind icated tha t the me thod is accurate, conv en ient and feasible fo rm easur ing the content of

d iosgen in, and can be used in quality contro l of tota l saponins of T ribulus terrestris L.

K ey words: T ota l sapon ins o fT ribulus terrestris L. ; D iosgenin; Evapo ra tion light sca tter ing de tector ( ELSD ); R P- HPLC
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� � 中药刺蒺藜为蒺藜科蒺藜属植物蒺藜 Tritu lus

terrestris的干燥成熟果实,有平肝解郁、活血祛风、明

目、止痒的作用, 用于头痛眩晕、胸胁胀痛、乳闭乳

痈、目赤翳障、风疹搔痒
[ 1]
。刺蒺藜中皂苷类成分

是其重要的药理活性物质, 能够改善脑血液循环,

对实验性脑缺血动物模型有明显的治疗作用
[ 2, 3 ]
。

刺蒺藜皂苷为甾体皂苷,其苷元包括薯蓣皂苷元、海

可皂苷元、支脱皂苷元和曼诺皂苷元等
[ 4]
。通过测

定水解后薯蓣皂苷元的含量,可以间接反映刺蒺藜

甾体皂苷的含量。

由于薯蓣皂苷元只有紫外末端吸收 ( 206 nm ) ,

易受溶剂吸收的干扰
[ 5]
。采用 ELSD - H PLC法能

够很好地克服普通 UV检测器的缺陷。实验首次建

立了 ELSD - H PLC法测定刺蒺藜总皂苷水解后薯

蓣皂苷元含量的方法,该法可用于刺蒺藜总皂苷及

其制剂的质量控制。

1� 实验部分

1. 1� 仪器与试药

510液相色谱仪 (美国W aters); ELS 1000型蒸

发光散色检测器 (英国 PL) ; HW - 2000色谱工作

站; HPD100大孔吸附树脂 (沧州宝恩化工有限公

司 )。刺蒺藜 (果实,上海雷允上饮片厂 ) ; 薯蓣皂苷

元对照品 (中国药品生物制品检定所 ); 甲醇为色谱


