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摘要 目的: 建立同时测定痰热清注射液中绿原酸、黄芩苷、熊去氧胆酸含量和鹅去氧胆酸限量的高效液相色谱法。方法:色

谱条件: A g ilent Zo rbax SB- C18柱;流动相为 0115%醋酸溶液 - 01 15%醋酸乙腈,线性梯度洗脱, 流速为 018 mL# m in- 1; 柱温

为 30 e ; 紫外检测波长:绿原酸 326 nm, 黄芩苷 276 nm; 蒸发光散射检测器漂移管温度为 100 e , 雾化气流速为 115 L#

m in- 1。结果: 绿原酸、黄芩苷、熊去氧胆酸和鹅去氧胆酸分别在 01 221~ 41 42, 201 3~ 406, 1918~ 396, 171 9~ 179 m g# L - 1质量

浓度范围内呈良好的线性关系, r均大于 019995;平均加样回收率分别为 101% , 981 4% , 991 4% , 102% ; 4种化合物含量重复

性试验 RSD小于 11 8%。结论: 该方法简便、准确 ,重复性好, 在对痰热清注射液中主要有效成分绿原酸、黄芩苷、熊去氧胆酸

进行定量的同时, 实现对鹅去氧胆酸限量的测定。
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HPLC- UV- ELSD simultaneous determ ination ofmajor component

contents in Tanreqing injection
*
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( Pharmaceu tical Inform at ics Inst itute, Zhejiang Un iversity, H angzhou 310058, Ch ina)

Abstract Objec tive: To establish anHPLC- UV - ELSD method for the simu ltaneous determ ination of chlorogen-

ic acid, baicalin, ursodeoxycholic acid and chenodeoxycho lic ac id in Tanreqing injection. Methods: The chromato-

graph ic separat ion w as performed on anA gilent Zorbax SB- C18 co lumn. Themob ile phase w asm ixtures of 0115%
acetic ac id- w ater and 0115% acetic ac id- acetonitrile w ith linear gradient elu tion at the flow rate of 018 mL#
m in

- 1
. The co lumn temperature w as ma intained at 30 e . TheUV detection w avelength of ch lorogenic acid and ba-

ica lin w ere 326 nm and 276 nm, respect ive ly. The drift tube temperature o fELSD was set at 100 e and the n itrogen

flow rate at 115 L# m in
- 1
. Results: The calibration curves in the range o f 01221- 4142mg# L

- 1
for ch lorogenic

acid, 2013- 406 mg# L
- 1

fo r baica lin, 1918- 396mg# L
- 1

for ursodeoxycho lic ac id and 1719- 179mg# L
- 1

for

chenodeoxycho lic ac id w ere good linear, respectively. The values o f correlat ion coeffic ient w ere higher than 019995
for all ana ly tes. The average recoveries o f ch lorogenic ac id, baica lin, ursodeoxycho lic acid and chenodeoxycho lic ac id

w ere 101%, 9814%, 9914% , 102% , respect ively. Repeatab ility experimen ts show ed that relative standard dev iation

( RSD) values of the ir contents were less than 118%. Conc lusion: Them ethod is simple, accurate and repeatable.

It can be used to determ ina te the content o f chlorogen ic ac id, ba ica lin and ursodeoxycho lic ac id w hich are thema jor

effective components in Tanreqing in jection, and monito r the lim it content o f chenodeoxycho lic acid at the same

time.

Key words: Tanreqing injection; HPLC- UV - ELSD; chlorogen ic acid; ba icalin; ursodeoxycholic ac id; chenode-

oxycho lic ac id

痰热清注射液属国家新药中药二类, 方中以黄

芩为君药,熊胆粉、山羊角为臣药,金银花为佐药,连

翘为使药
[ 1]
, 具有清热、解毒、化痰等功效。黄芩

苷、熊去氧胆酸、绿原酸是其主要成分
[ 2 ]
,鹅去氧胆

)1804) 药物分析杂志 Ch in J Pha rm Ana l 2009, 29( 11)

*

**
国家重点基础研究发展计划 ( 973计划 )项目 ( 2005CB523402 ) ;新世纪优秀人才支持计划资助 ( NCET - 06- 0515)
通讯作者  Te:l ( 0571) 88208426; E - m ai:l sh aoq@ zju1 edu1 cn



酸是熊去氧胆酸 7B差向异构体,具有溶解胆固醇型

胆结石的药理作用, 但同时具有一定的毒性
[ 3]
, 必

须对其进行限量控制。痰热清注射液中绿原酸、黄

芩苷的含量测定方法已有文献报道
[ 4, 5]

, 但对痰热

清注射液中主要成分绿原酸、黄芩苷、熊去氧胆酸含

量进行测定并同时实现对限量成分鹅去氧胆酸进行

定量分析的方法尚未见报道。本实验采用紫外 /蒸

发光散射检测器 ( UV /ELSD )联用方法建立了 1次

色谱条件联合测定痰热清注射液中 3种主要成分含

量和鹅去氧胆酸限量的高效液相色谱法, 为该制剂

的质量控制提供了依据。

1 仪器和试药

Ag ilent 1100型高效液相色谱仪 (德国 Ag ilent

公司 ); A lltech 2000型蒸发光散射检测器 (美国奥

泰公司 ) ; KQ - 250B型超声波清洗仪 (昆山市超声

仪器有限公司 ); M ETTLER AE240电子天平 (梅特

勒 -托利多上海有限公司 ); M illi- Q超纯水机 (美

国 M illipore公司 ); M in ispin离心机 (德国 Eppendorf

公司 )。

对照品:绿原酸 (批号: 110753- 200413) ;黄芩

苷 (批号: 110715 - 200815 ); 熊去氧胆酸 (批号:

110755 - 9003 ) ; 鹅去氧胆酸 (批号: 110806 -

200303)购自中国药品生物制品检定所。乙腈为色

谱纯,购自 M erck公司; 冰醋酸为色谱纯, 购自 Ted ia

公司; 水为 M illi- Q超纯水。痰热清注射液:某药业

有限公司 (批号: 070525, 070718, 070706, 070708,规

格 10mL每支 )。

2 色谱条件

色谱柱: Ag ilent Zorbax SB- C18 ( 250 mm @ 416

mm, 5 Lm),汉邦 C18预柱; 流动相: 0115%醋酸溶液
(A ) - 0115%醋酸乙腈 ( B ) ,线性梯度洗脱 [ 0~ 10

m in, B相 10% y 15% ; 10 ~ 20 m in, B相 15% y

25%; 20~ 30 m in, B相 25% y 35%; 30 ~ 35 m in, B

相 35% y 90%; 35~ 45 m in, B相 90% ], 流速: 018
mL# m in

- 1
;柱温: 30 e ;进样量: 10 LL; 检测波长: 0

m in, 326, 18m in, 276 nm, ELSD漂移管温度: 100 e ;

雾化气流速: 115 L# m in
- 1
。

3 溶液制备
311 混合对照品溶液  分别精密称取绿原酸、黄芩

苷、熊去氧胆酸和鹅去氧胆酸对照品适量于量瓶中,

用甲醇溶解并定容,制成对照品储备液。精密量取

各对照品储备液适量于量瓶中, 用 50%甲醇稀释至

刻度, 制成绿原酸、黄芩苷、熊去氧胆酸、鹅去氧胆酸

的质量浓度分别为 4142, 406, 396, 179mg# L
- 1
的

混合对照品溶液。

312 供试品溶液 精密量取痰热清注射液 012 mL

于 5 mL量瓶中, 加 50% 甲醇稀释至刻度, 摇匀,

10000 r# m in
- 1
离心 10 m in, 取上清液作为供试品

溶液。

313 阴性样品溶液 取按痰热清注射液工艺方法

制备的缺金银花、缺黄芩和缺熊胆粉痰热清注射液

适量,分别照 / 3120项下方法操作,即得。

4 线性关系考察

分别精密吸取混合对照品溶液 0105, 011, 012,
014, 016, 018, 110 mL,置 1 mL量瓶中, 用 50%甲醇

稀释至刻度,按 / 20项下色谱条件进样分析。绿原
酸和黄芩苷以对照品质量浓度 X (mg# L

- 1
)对峰面

积 Y进行线性回归, 熊去氧胆酸和鹅去氧胆酸以对

照品质量浓度的对数值 lgX (mg# L
- 1

)对峰面积的

对数值 lg Y进行线性回归, 得绿原酸、黄芩苷、熊去

氧胆酸、鹅去氧胆酸回归方程分别为:

Y= 3017X - 1110 r= 019999
Y= 4019X + 1912 r= 11000
lgY= 1156 lgX + 010197 r= 019996
lgY= 1166 lgX + 010250 r= 019997
线性范围分别为 01221~ 4142, 2013 ~ 406, 1918 ~
396, 1719~ 179mg# L

- 1
。

5 专属性试验

精密吸取 / 30项下的混合对照品溶液、供试品

溶液及阴性样品溶液各 10 LL, 按 / 20项下色谱条
件进样分析, 结果见图 1。阴性样品溶液在绿原

酸、黄芩苷、熊去氧胆酸和鹅去氧胆酸相对应的位

置上未见色谱峰, 表明痰热清注射液中其他成分

对绿原酸、黄芩苷、熊去氧胆酸和鹅去氧胆酸的测

定无干扰。

6 精密度试验

611 仪器精密度 取混合对照品溶液, 在 / 20项色
谱条件下,连续进样 6次,分别测定绿原酸、黄芩苷、

熊去氧胆酸和鹅去氧胆酸的峰面积,其 RSD分别为

0186% , 0106%, 111%, 117% , 表明仪器精密度

良好。

612 日间精密度 取批号为 070718的痰热清注射

液, 按 / 3120项下方法连续 3 d制备供试品溶液, 按

/ 20项下色谱条件进样分析并计算 4种成分含量,

计算日间精密度 ( n = 3)。绿原酸、黄芩苷、熊去氧

胆酸和鹅去氧胆酸平均含量分别为 3011, 5270,

5940, 740 mg # L
- 1
; RSD 分别为 112%, 110%,

0177% , 113%。
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图 1 HPLC- UV- ELSD色谱图

Fig 1 HPLC- UV- ELSD ch rom atogram s

A 1, A 2.对照品 ( chem ical reference sub stances) B1, B2. 痰热清注射

液样品 ( Tan req ing in jection sam ples) C1.缺金银花阴性样品 ( n ega-

tive sam ple w ithou t Flos Lon icerae Japon icae) C2.缺熊胆粉阴性样品

( negat ive sam p le w ith out bear b ile pow der) C3. 缺黄芩阴性样品

( negat ive sam ple w ithou tRad ix Scutellariae)

1.绿原酸 ( ch lorogen ic acid )  2. 黄芩苷 ( baicalin ) 3. 熊去氧胆酸

( ursodeoxycho lic acid) 4.鹅去氧胆酸 ( chenodeoxycholic acid)

7 重复性试验
按 / 3120项下供试品溶液制备方法,平行制备 6

份同一批号 ( 070718)样品的供试品溶液,按 / 20项

下色谱条件进样分析,按外标法计算 4种成分含量。

结果绿原酸、黄芩苷、熊去氧胆酸和鹅去氧胆酸平均

含量分别为 3011, 5220, 5740, 717 mg# L
- 1
; RSD分

别为 0177% , 0178%, 118%, 117%。
8 溶液稳定性试验

取同一供试品溶液 ( 070718) ,分别在 0, 2, 4, 8,

12, 24 h进样分析, 绿原酸、黄芩苷、熊去氧胆酸和

鹅去氧胆酸峰面积的 RSD分别为 111%, 213% ,

113% , 212% ,表明供试品溶液在 24 h内稳定。

9 加样回收率试验

精密吸取已知含量的痰热清注射液 ( 070718) 9

份, 每份 011 mL, 分别加入相当于原含量 80%,

100% , 120%量的绿原酸、黄芩苷、熊去氧胆酸和鹅

去氧胆酸对照品溶液, 按 / 3120项下方法制备所需

溶液。按 / 20项下色谱条件进样分析,测定含量, 计

算 4种成分的加样回收率。结果绿原酸、黄芩苷、熊

去氧胆酸和鹅去氧胆酸的平均加样回收率分别为

101% , 9814%, 9914% , 102%; RSD分别为 214%,

116% , 219% , 213%。
10 定量限和检测限
按信噪比为 10B1, 测得绿原酸、黄芩苷、熊去氧

胆酸和鹅去氧胆酸的定量限分别为 1111, 1131,
198, 125 ng, 其 RSD分别为 118% , 116%, 213%,

215% ( n = 6)。按信噪比为 3B1测得上述组分的检
测限分别为 01332, 01522, 9819, 6215 ng。

11 样品含量测定

取各批次痰热清注射液, 按 / 3120项下方法制

备供试品溶液,按 / 20项下色谱条件进样分析, 按外

标法计算痰热清注射液中绿原酸、黄芩苷、熊去氧胆

酸和鹅去氧胆酸的含量,结果见表 1。

表 1 痰热清注射液中 4种成分含量测定 (m g# L- 1, n= 3)

Tab 1 Resu lts of four com ponen ts determ inat ion

in Tanreq ing injection

批号

( Lo t No. )

绿原酸

( chlorogenic

ac id)

黄芩苷

( ba ica lin)

熊去氧胆酸

( ursodeoxycho lic

acid)

鹅去氧胆酸

( chenodeoxycho lic

acid)

含量

( content)

/mg# L- 1

RSD

/%

含量

( content)

/mg# L- 1

RSD

/%

含量

( content)

/mg# L- 1

RSD

/%

含量

( content)

/mg# L - 1

RSD

/%

070525 2413 1120 5142@ 103 0187 5176@ 103 2130 8185 @ 102 11 5

070718 3010 0169 5119@ 103 0149 5180@ 103 119 7127 @ 102 01 92

070706 3611 0126 5107@ 103 0188 5170@ 103 0187 8149 @ 102 01 96

070708 2313 0170 5111@ 103 0151 5179@ 103 0172 8194 @ 102 01 69

12 讨论
1211 供试品溶液制备方法选择 已有文献报

道
[ 5]
痰热清注射液中绿原酸、黄芩苷含量测定时,

供试品溶液制备选择 50%甲醇溶液为稀释用溶剂,

考虑到熊去氧胆酸和鹅去氧胆酸在纯甲醇中具良好

溶解性能,首先选择甲醇为供试品溶液制备用溶剂。

但实验中发现以甲醇为溶剂时,由于溶剂效应,绿原

酸色谱峰出现前沿峰现象, 当按文献报道选择 50%

甲醇为稀释用溶剂时,绿原酸色谱峰峰形对称,且黄
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芩苷、熊去氧胆酸和鹅去氧胆酸均溶于该稀释溶剂,

最终选择 50%甲醇为供试品溶液制备用溶剂。

1212 检测波长选择 将绿原酸、黄芩苷的对照品

溶液于 200~ 400 nm波长处进行扫描,结果显示,绿

原酸在 326 nm 波长处有最大吸收, 黄芩苷在 276

nm波长处有最大吸收, 而熊去氧胆酸和鹅去氧胆酸

文献报道仅在紫外末端有微弱吸收
[ 3]
, 为了保证各

成分都有最佳的检测灵敏度,绿原酸、黄芩苷检测采

用紫外变波长方式, 选择其最大吸收波长为检测波

长,而熊去氧胆酸和鹅去氧胆酸选择串联蒸发光散

射检测器进行检测。

1213 色谱条件优化 实验考察了甲醇 - 水溶液、

乙腈 -水溶液、乙腈 - 醋酸水溶液 3种流动相系统

梯度洗脱的分离效果, 结果表明以乙腈 - 醋酸水溶

液为流动相,进行梯度洗脱, 可得到峰形对称、分离

度好、分析时间适宜的各组分色谱图。考察了 20,

30, 40 e 柱温对分离的影响,结果表明柱温 30 e 时

样品中的绿原酸和黄芩苷与邻近色谱峰分离最佳,

因此确定柱温为 30 e 。
1214 ELSD参数优化 考察了 95, 100, 105 e 漂

移管温度及 1, 115, 2 L# m in
- 1
雾化气流速, 漂移管

温度为 100 e , 雾化气流速为 115 L # m in
- 1
时,

ELSD响应较好, 且基线噪音相对较小, 信噪比最

高。所以选择漂移管温度为 100 e , 雾化气流速为

115 L# m in
- 1
。
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