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摘要 目的:多角度激光光散射仪与体积排阻色谱法联用 ( MALLS － SEC) 测定双黄连注射液中的高分子物质。方法:以
0. 7% Na2SO4 缓冲液( 加 0. 05%NaN3 ) 为流动相，流速 0. 5 mL·min －1，TSK － GEL G3000SWxl 凝胶排阻色谱柱与多角度激光

光散射仪和示差折光检测器联用。结果:该方法对相对分子质量 4600 ～ 133800 g·mol －1范围内物质线性关系良好 ( r =
0. 9922) 。结论:本方法简便、快速、准确。
关键词:多角度激光光散射仪;体积排阻色谱法;高分子物质;双黄连注射液

中图分类号:R917 文献标识码:A 文章编号:0254 － 1793(2011)10 － 1954 － 03

Determination of macromolecules in Shuanghuanglian injection
by combination of multiangle laser light scattering instrument
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Abstract Objective: To determine the macromolecules in Shuanghuanglian injection by the combination of mul-
tiangle laser light scattering instrument and size exclusion chromatography ( MALLS － SEC) ．Method: A gel size －
exelusion chromatography in conjunction with refractive index detector and multi － angle laser lights scattering in-
strument，was performed on TSK － Gel G3000SWxl colunm，using 0. 7% Na2SO4 buffer ( added 0. 05% NaN3 ) as a
mobile phase system，and the flow rate was 0. 5 mL·min －1 ． Results: The calibration curve was linear in the range
of 4600 － 133800 g·mol － 1 ( r = 0. 9922 ) ． Conclusion: The method is simple，rapid and accurate and can be ap-
plied to determine the macromolecules in Shuanghuanglian injection．
Key words: multiangle laser light scattering instrument; size exclusion chromatography; macromolecules; Shuang-
huanglian injection

双黄连注射液系由金银花、黄芩、连翘提取物制
成的最终灭菌小容量注射剂，具有清热解毒、增强肌
体免疫功能的作用

［1］。其中含有咖啡酸、绿原酸、

黄芩苷、连翘苷等有效成分，也会含有导致不良反应
的多肽、聚合物、热原等高分子杂质。为确保临床用
药的安全性，保证药品的质量，从质量控制角度增加

高分子量物质检查项，从而有效地控制生产过程中

可能带入的高分子杂质。对于双黄连注射液中高分
子杂质测定，国内外未见报道，为此笔者探索了用高

效色谱系统联合多角度激光光散射仪
［2 ～ 4］
检测双黄

连注射液中高分子杂质，结果表明该法可有效地控

制高分子量物质，结果准确可靠。
1 仪器与试剂
高效液相色谱系统: 日本岛津 LC － 10AD 泵，

DGU －20A3 脱气装置，CTO －10A柱温箱;美国Wy-
att十八角度激光光散射仪( DAWN HELEOS Ⅱ) 及
示差折光检测器( Optilab REX) ; Astra 色谱工作站。

日本 AEG － 45SM 十万分之一电子天平; 北京 Mo-
lecular超纯水机( 元素级) 。

对照品:右旋糖酐标准相对分子质量( D0 ～ D8，
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批号 1406379 － 2000 － 01 ～ 140645 － 2000 － 01) 、绿
原酸( 批号 110753 － 200413 ) 、黄芩苷( 批号 110715
－ 200815) 、咖啡酸( 批号 110885 － 200102) 、连翘苷
( 批号 110821 － 200711) ，均购自中国药品生物制品
检定所，内毒素检查用水 ( 湛江安度斯生物有限公

司，批号 20091110 ) ，注射用水和双黄连注射液( 河
南福森药业有限公司) ，氯化钠注射液( 郑州永和制

药有限公司) ，其他试剂均为分析纯。
2 方法和结果
2. 1 色谱条件及系统适用性试验 TSK － GEL
G3000SWxl色谱柱( 7. 8 mm × 300 mm，5 μm) 及预
柱; 流动相: 0. 7% Na2SO4 缓冲液 ( 加 0. 05%

NaN3 ) ，流速 0. 5 mL·min －1，柱温 40 ℃，进样量 50

μL，检测角度: 11。
2. 2 对照品溶液的制备 分别精密称取系列右旋

糖酐标准相对分子质量( D0 ～ D8) ，分别加流动相溶
解配制成 10. 0 mg·mL －1

的溶液，摇匀，作为标准相

对分子质量对照品溶液。另精密称取黄芩苷、绿原
酸、咖啡酸、连翘苷对照品，用 50%甲醇溶液配制为
0. 2 mg·mL －1、40 μg·mL －1、30 μg·mL －1、20 μg
·mL －1。
2. 3 系统峰的确定 取双黄连注射液 ( 批号
0910022 － E) ( 如图 1) ，“2. 2”项下的绿原酸、黄芩
苷、连翘苷、咖啡酸等对照品溶液、纯水、注射用水、

细菌内毒素检查用水( 无热原) 、氯化钠注射液、流
动相及空气，准确吸取 50 μL分别进样，然后进 1 针
空针，结果显示除了流动相及空针，其他的样品第 1

个峰均在保留时间 tR 约为 11 min 的位置。对 11
min峰进行了一系列的研究，最终确定此峰为系统
峰。

图 1 双黄连注射液( 批号 0910022 － E) 色谱图

Fig 1 HPLC chromatogram of Shuanghuanglian injection( Batch No. 0910022 － E)

2. 4 标准曲线的建立 取“2. 2”项下的所有系列右
旋糖酐标准相对分子质量溶液，精密吸取50 μL，分别
进样，记录保留时间 tR，以 tR 为横坐标，以相对分子
质量对数 log( M) 为纵坐标绘制标准曲线，得到线性
回归方程为:

logM = － 0. 1288tR + 6. 595 r = 0. 9922

说明该色谱系统对相对分子质量 4600 － 133800 g·
mol － 1范围的物质是呈线性分离的。
2. 5 精密度试验 取“2. 2”项下右旋糖酐标准相
对分子质量( Mw = 10000 g·mol － 1 ) 溶液，精密吸取
50 μL，连续进样 5 次，测定 tR分别是 20. 59，20. 59，
20. 61，20. 60，20. 60 min，RSD = 0. 04%。表明仪器
精密度符合要求。
2. 6 重复性试验 取双黄连注射液( 批号 0910024
－ E) 溶液 6 份，精密吸取 50 μL，按本文色谱条件测

定，共出现 4 个色谱峰，4 个色谱峰的 tR基本保持不
变，RSD 分别为 0. 76%，0. 64%，0. 28%，0. 27%。

表明本方法重现性符合要求。
2. 7 稳定性试验 取双黄连注射液( 批号 0910022
－ E) ，室温放置，精密吸取 50 μL，分别在 0，4，8，
16，24 h进样，测定样品 4 个色谱峰的 tR，RSD 分别
为 0. 17%，0. 16%，0. 09%，0. 56%。表明样品溶液
在 24 h内稳定。
2. 8 样品的测定方法 取双黄连注射液 ( 批号为
0910022 － E，1001004，1001005，1001006，0910023 －
E) 50 μL注入 HPLC 仪，记录色谱图。将先于右旋
糖酐对照品( Mw = 4600 g·mol － 1 ) tR的峰( 见图 2 )

视为高分子量物质。结果按样品峰的 tR相比，均未
检出高分子物质。
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3 结论
3. 1 检测器和灵敏度 DAWN HELEOSⅡ型激光
光散射仪可从 18 个角度对散射光进行检测，收集散
射光的强度，散射光角度的变化与分子的尺寸大小

有关。通过十八角度激光光散射检测器所测得的峰

为高斯分布，代表的是物质的相对分子质量范围，测

定范围为 103 ～ 108
道尔顿，不是特定的物质，即相

对分子质量在此范围内的物质均能被准确检测出

来，和供试品溶液浓度无关，所以本实验不用进行与

浓度有关的灵敏度实验。

图 2 右旋糖酐标准相对分子质量( Mw = 4600 g·mol － 1 ) 的色谱图

Fig 2 HPLC chromatogram of Dextran( Mw = 4600 g·mol － 1 )

3. 2 色谱峰中倒峰 当照射光未经滤光片过滤后，

色谱峰和样品溶液的颜色有关系，有色的样品溶液

颜色呈现倒峰，本台仪器未安装滤光片，因此图 1 中
的样品( 红棕色液体) 峰呈现倒峰，而图 2 中对照品
( 无色液体) 峰呈现正峰［5］。由于峰型的不规则，不
能使用计算方法计算双黄连注射液中高分子物质的

绝对分子量，只能采用相对于标准相对分子质量的

峰的 tR位置判断。
3. 3 本文建立了双黄连注射液中的高分子物质测
定方法，并对此方法进行了精密度、重现性的考察，

证明该法具有操作简便，灵敏度高、重现性好及分离
性好的特点，对控制产品的质量具有指导意义。
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