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摘　要　运用高效液相色谱/蒸发光散射检测器 (HPLC/ ELSD)建立了复方清开灵注射液的指纹图谱。对其中

7种有效成分进行了定量测定 ,方法学考察结果良好 ;通过指纹图谱相似度评价软件 ,对 10批清开灵注射液

的 HPLC/ ELSD指纹图谱进行了相似度计算 ,结果表明 :10批样品相似度很好。该方法为中药质量控制提供了

一种可以同时实现整体定性、指标成分定量且简便易行的方法模式。
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1　引　　言

清开灵注射液是从古方安宫牛黄丸拆方而来的一种中药注射剂 ,由该药剂是牛黄、珍珠母、板蓝根、

水牛角、黄芩、栀子和金银花 7味药材组成[1 ] ,具有清热解毒 ,醒神开窍的作用[2 ] ;整个注射液中 ,存在无

机离子、有机小分子和生物大分子等各种化学成分。就一般质量控制而言 ,采用高效液相色谱法建立紫

外色谱指纹图谱 ,对于大部分药材来源的物质均可产生一定响应而满足要求。鉴于清开灵中几种主要

有效成分紫外特征吸收的差异 ,以及胆酸和熊果酸仅存在紫外末端 (200 nm附近)吸收[3 ] ,本实验通过

换用蒸发光散射检测器 ( ELSD) ,建立了清开灵注射液的高效液相色谱/蒸发光散射检测器 ( HPLC/

ELSD)指纹图谱 ,对其中 7种主要有效成分进行了定量 ,并对蒸发光散射检测器的影响因素作了一定探

讨 ;利用由国家药典委员会主持研制开发的 ,用于色谱指纹图谱相似度评价的软件 ,对得到的 HPLC/

ELSD指纹图谱进行相似度计算。本文对 HPLC/ ELSD指纹图谱在中药注射液质量控制研究中的作用进

行了探讨 ,为中药注射液质量控制提供了一种合理、可靠、简便的方法模式。

2　实验部分

2. 1　试剂和仪器

甲醇 (Fisher公司 ,色谱纯) 、甲酸 (北京第二化工厂 ,分析纯) ,二次蒸馏水 (自制) ;清开灵注射液 (市

售样品 10批) ;栀子苷、黄芩苷、去氧胆酸、异去氧胆酸和胆酸对照品购于中国药品生物制品检定所 ,绿

原酸、熊果酸对照品购于 Sigma公司。

Dionex P580型高效液相色谱仪 (UVD170S二极管阵列检测器 , 200～600 nm全波长扫描) (美国六安

公司) ,Alltech2000型 ELSD检测器 ,SZ293自动双重纯水蒸馏器 (上海亚荣生化仪器厂) 。

2. 2　样品制备

精密吸取清开灵注射液 10 mL于 50 mL量瓶中 ,甲醇稀释至刻度 ,即得供试品。

精密称取各标准品 ,分别溶于甲醇 ,各配制 5个浓度水平对照品溶液。

2. 3　实验条件

液相色谱条件 : (1)色谱柱 :Phenomenex Luna 反相 C18色谱柱 (250 mm×4. 6 mm ,5μm i. d. ) ; (2)流动

相 :A相为 0. 5 %甲酸水溶液 ,B相为甲醇 ,流速 :1. 0 mL/ min ;柱温 :30℃;进样量 :20μL。线性梯度洗脱

时间程序 :开始 25 min内 B从 0 %上升到 75 % ,保持 10 min ,第 40 min时 100 %B ,保持 10 min。

ELSD参数 :漂移管温度 110℃,雾化气体 (N2)流速 2. 0 L/ min。

此条件下得到的 HPLC/ ELSD液相色谱图如图 1 (A)所示。
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3　结果与讨论

3. 1　蒸发光散射检测与紫外检测的比较

利用高效液相色谱/紫外检测器 ,采用相同的流动相体系和洗脱条件建立了清开灵注射液的 HPLC/

UV指纹图谱 ,并选取了出峰数目多且大小比例合适的 254 nm作为标准检测波长 ,得到的 HPLC/ UV色

谱图如图 1 (B) 。比较两种检测方式 ,可以发现 ELSD不受成分是否有紫外吸收或紫外吸收值差异的影

响 ,且受共存物质干扰少 ,基线平稳 ,从而实现同一色谱条件在指纹定性鉴别的基础上对多成分定量。

而采用 UV检测 ,对于紫外特征吸收有差异的各物质 (如栀子苷、黄芩苷和绿原酸最大紫外吸收分别为

240、280和 330 nm)往往不能在同一检测波长下同时得到很好的响应 (如 254 nm是清开灵注射液指纹图

谱相似度比较的择优波长 ,但不能在此波长下进行有效成分定量) 。对于无紫外吸收或仅存在紫外末端

吸收的物质 (如胆酸类物质和熊果酸) ,更不能采用 UV检测。所以 ,在没有大大损失检测灵敏度、可以

满足定性和定量要求的基础上 ,选用中等灵敏度的通用型检测器于复杂分析体系 ,是一种很好的替代方

式。

图 1　清开灵注射液 HPLC色谱图

Fig. 1　High performance liquid chromatogram (HPLC) of QingKaiLing injection

A. HPLC/ evaporative light scattering ( ELSD ) chromatogram ; B. HPLC/ ultraviolet ( UV ) chromatogram。

1. 绿原酸(chlorogenic acid) ; 2. 栀子苷 ( geniposide) ; 3. 黄芩苷 ( baicalin) ; 4. 去氧胆酸 ( deoxycholic

acid) ; 5. 异去氧胆酸 (hyodeoxycholic acid) ; 6. 胆酸 (cholic acid) ; 7. 熊果酸 (ursolic acid)。

3. 2　ELSD参数的选择

雾化气体流速和漂移管温度是影响蒸发光散射检测器响应的两个基本参数 ,实验过程中对这两个

参数进行了选择 , 同时对比了分流和不分流两种模式。

雾化气流速对响应灵敏度有影响。实验考察了 1. 0、1. 5、2. 0、2. 5和 3. 0 L/ min 5个流速水平 ,发现

在固定漂移管温度和分流模式前提下 ,噪声响应随雾化气流速变小而变大 ,这是由于雾化气流速越小 ,

雾化器中形成的气溶胶液滴越大造成的 ;当雾化气流速增大到一定程度时 ,气溶胶液滴的变小会造成待

测成分响应信号的较大程度降低。经过对比优化 ,最后确定采用 2. 0 L/ min的雾化气体流速。

漂移管温度在本实验中会较大程度的影响检测信号响应。实验考察了 90℃、100℃、110℃、115℃

和 120℃5个温度水平 ,图 2所示是雾化气流速 2. 0 L/ min、不分流模式时 ,黄芩苷在 5个温度下的检出

限 ( S/ N = 3) 。可以看出 :在低温度下 ,由于溶剂挥发不完全会造成较大的背景噪声 ,110℃以下检出限

( S/ N)随温度升高而降低 ,温度超过 110℃后会由于待测成分部分挥发而使有效响应信号降低 ,进而造

成检出限随温度升高而增加。最后确定采用 110℃的漂移管温度。
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　图 2　漂移管温度对 ELSD检出限的影响 (对黄芩苷)

Fig. 2 　Relationship between tube temperature and detection

limit (for baicalin)

对比分流和不分流两种模式 ,发现在分流情况

下 ,仍然需要较高的漂移管温度 ,最后确定使用不分

流模式。

3. 3　标准曲线的制作

在 2. 3所述色谱条件下 ,各成分分别在 5个浓度

点 ,平行测定 3次。据文献[4～6 ]报道 ,ELSD响应峰

面积 值 与 样 品 质 量 呈 对 数 关 系 , 即 logA =

blog C + log a ( A 为色谱峰面积值 , C为进样质量 , a

和 b为常数) 。根据本实验结果 ,对于待定量的 7种

物质 ,在最优化实验条件下 ,峰面积值与样品质量呈

线性关系 ,回归方程、线性范围、相关系数及检出限

结果 ( S/ N = 3)见表 1。结果表明各成分在各自浓度

范围内线性关系良好。

表 1　各成分标准曲线和检出限
Table 1　Regression equation and detection limit for different compounds

组分
Compound

回归方程
Regression
equation

相关系数
Correlation coefficient

( r2)

线性范围
Linear range

(μg)

检出限
Detection limit

(μg)

绿原酸 Chlorogenic acid A = 401 C + 49. 3 0. 997 0. 1～20 0. 03

栀子苷 Geniposide A = 504 C + 30. 5 0. 999 0. 2～200 0. 02

黄芩苷 Baicalin A = 653 C + 39. 6 0. 999 0. 7～100 0. 05

去氧胆酸 Deoxycholic acid A = 525 C - 25. 6 0. 997 0. 5～100 0. 03

异去氧胆酸 Hyodeoxycholic acid A = 379 C - 53. 1 0. 998 1～500 0. 05

胆酸 Cholic acid A = 408 C - 40. 5 0. 999 1～500 0. 05

熊果酸 Ursolic acid A = 353 C - 48. 6 0. 996 0. 2～20 0. 05

3. 4　方法学考察

依 (2. 2)方法平行配制 5份供试品溶液 ,在 (2. 3)所述条件下测定各成分含量 ,以峰面积值为指标计

算 RSD %( n = 5) ,考察方法的重复性。取供试品溶液 ,分别在 0、2、4、8、16和 24 h测定各成分含量 ,以峰

面积值为指标计算 RSD %( n = 6) ,考察方法的样品稳定性。在已知各成分含量的供试品溶液中分别定

量加入各成分标准品 ,考察方法的平均回收率 ( n = 5) 。重复性、稳定性及回收率结果见表 2。

表 2　方法学考察结果
Table 2　Results of method evaluation

组分
Compound

重复性
Repeatability

RSD　( % , n = 5)

稳定性
Stability

RSD　( % , n = 6)

回收率
Recovery

( % , n = 5)

绿原酸 Chlorogenic acid 1. 6 1. 7 102

栀子苷 Geniposide 1. 4 1. 6 102

黄芩苷 Baicalin 1. 3 1. 5 99

去氧胆酸 Deoxycholic acid 1. 7 1. 8 99

异去氧胆酸 Hyodeoxycholic acid 1. 5 1. 8 101

胆酸 Cholic acid 1. 5 1. 6 99

熊果酸 Ursolic acid 1. 6 1. 8 98

3. 5　不同批号清开灵注射液的测定

采用上述方法 ,对市售 10批清开灵注射液样品进行了各成分的含量测定 ,结果见表 3。表中数据

表明 ,对于黄芩苷、去氧胆酸、异去氧胆酸、胆酸 4种成分含量相对标准偏差都是比较小的 ,而绿原酸、栀

子苷和熊果酸 3种成分则相对标准偏差很大。这是因为在清开灵制备工艺中 ,黄芩和胆酸是通过直接

加入含量 90 %以上的黄芩苷、牛 (猪)胆酸实现的 ;而绿原酸、栀子苷、熊果酸来源于金银花、栀子的药材

提取液 ,其含量受药材来源、提取工艺及提取条件等诸多因素的影响。
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表 3　10批清开灵注射液中各成分的含量 (mg/ L)
Table 3　Content of different compounds for 10 QingKaiLing injections(mg/ L)

组分
Compound

批号 1
No. 1
批号 2
No. 2
批号 3
No. 3
批号 4
No. 4
批号 5
No. 5
批号 6
No. 6
批号 7
No. 7
批号 8
No. 8
批号 9
No. 9
批号 10
No. 10

RSD
( % , n = 10)

绿原酸
Chlorogenic acid 0. 49 0. 60 1. 20 1. 28 1. 25 0. 54 0. 94 0. 85 1. 23 0. 63 35. 7

栀子苷
Geniposide 45 46 68 60 68 55 50 58 77 82 20. 8

黄芩苷 Baicalin 5160 5110 5370 5130 5640 5510 5440 5120 5520 5270 3. 7

去氧胆酸
Deoxycholic acid 300 280 310 315 290 295 275 305 310 285 4. 6

异去氧胆酸
Hyodeoxycholic acid 3230 3220 3280 3260 3210 3225 3300 3215 3240 3245 0. 9

胆酸 Cholic acid 3340 3380 3360 3310 3400 3330 3325 3350 3370 3290 1. 0

熊果酸 Ursolic acid 0. 45 0. 69 1. 00 0. 93 0. 56 0. 54 0. 63 0. 75 0. 82 1. 10 28. 6

3. 6　不同批号清开灵注射液的相似度计算

对 HPLC/ ELSD图谱按照保留时间进行谱峰匹配后 ,运用中药指纹图谱相似度软件 ,以批号 1为参

考标准计算 10批清开灵注射液指纹图谱的相似度 ,结果见表 4。一般情况下 ,相似度大于 90即认为相

似度良好 ,表 4中数据可以看出此 10批清开灵注射液的 HPLC/ ELSD指纹图谱相似度很好。

表 4　10批清开灵注射液的相似度
Table 4　Correlation of 10 QingKaiLing injections

待测批号/标准批号
Test sample No. / standard sample No. 2/ 1 3/ 1 4/ 1 5/ 1 6/ 1 7/ 1 8/ 1 9/ 1 10/ 1

相似度系数 Similarity ( P) 99. 9 99. 6 99. 9 98. 5 99. 3 99. 0 99. 9 99. 4 99. 6

3. 7　质量评价

以上含量测定和相似度比较结果说明 :在清开灵注射液的指纹图谱整体具备相似性的情况下 ,必须

对其中的有效指标成分进行定量。这样 ,才能全面地反映出复方的整体质量 ;单一指标评价则很难反映

中药复方的内在质量。

4　结束语

采用 HPLC/ ELSD法所建立的复方清开灵注射液指纹图谱可以在一个色谱、检测条件下 ,同时实现

整体定性、多指标成分定量的功能 ,用于质量控制。可以为中药的质量控制和评价提供新的方法模式。
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Fingerprint Chromatogram by High Performance Liquid Chromatography

with Evaporative Light Scattering Detection of QingKaiLing Injection

and Its Relationship with Quality Control

Cao Jin , Xu Yan , Zhang Yongzhi , Wang Yiming , Luo Guoan3

( Institute of Medicine , Tsinghua University , Beijing 100084)

Abstract　By high performance liquid chromatography with evaporative light scattering detection (HPLC/ ELSD) ,we

established the fingerprint chromatogram of QingKaiLing injection. The method was applied to quantify 7 major

bioactive components in it simultaneously with satisfactory results. Using special software , we got the HPLC/ ELSD

fingerprint chromatogram similarity of 10 injection and found the perfect correlation among them. The method con2
necting HPLC with ELSD could be used as a credible and convenient quality control method for the Chinese Medici2
nal Medicine.

Keywords　High performance liquid chromatography , evaporative light scattering detection , QingKaiLing , chro2
matogram fingerprint
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