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2. 8　重复性试验 　精密称取同一批号 (060612)千金藤素滴

丸 5份 ,按供试品溶液方法制备 ,测定。结果测得该批样品

中千金藤素平均含量为 17. 53% , RSD为 0. 94%。

2. 9　加样回收率试验 　取千金藤素滴丸 (批号 060616) 5 g,

研碎 ,精密称取 3份 (约相当于千金藤素 4. 3 mg) ,置 100 mL

量瓶中 ,分别加入约为含药量的 80%、100%、120%的千金藤

素对照品溶液 ,加甲醇稀释至刻度 ,定容 ,摇匀 ,滤过 ,取续滤

液备用。另精密称取 3份 (相当于千金藤素 7. 6 mg) ,同法制

备溶液。6份溶液分别进样 20μL,测定含量。结果见表 1。

表 1　 回收率试验结果

原有千金藤素

量 /mg

加入千金藤素

量 /mg

实际测得

量 /mg

回收率

/%

平均回收率

/%

RSD

/%

3. 7 2. 9 6. 6 100. 27

3. 5 3. 6 7. 2 102. 98

3. 8 4. 6 8. 4 100. 32
100. 43 1. 60

6. 2 5. 1 11. 3 99. 46

6. 3 6. 2 12. 4 98. 31

6. 1 7. 2 13. 4 101. 25

2. 10　样品含量测定 　取不同批号的千金藤素滴丸。按供

试品溶液制备法制备后 ,用 0. 45μm微孔滤膜滤过。吸取

20μL注入高效液相色谱仪 ,按以上色谱条件测试。结果见

表 2。

3　讨论

在摸索高效液相法检测千金藤素的方法过程中 [ 6 ] ,尝试

了不同的磷酸加入量 ,发现水性流动相的 pH值对理论塔板

表 2　 千金藤素滴丸含量测定结果

批号 含量 /% 平均含量 /% RSD /%

060612 17. 61 17. 52 17. 57 17. 60 17. 58 0. 23

060616 17. 58 17. 53 17. 55 17. 53 17. 55 0. 13

060620 17. 63 17. 56 17. 58 17. 61 17. 60 0. 18

总体平均含量 = 17. 57%

数 ,峰形等指数的影响至关重要。在确定了合适的液相条件

后 ,还要确保 pH计的准确、稳定才能达到良好的重现效果。

含量测定结果表明所制的千金藤素滴丸的平均含药量为

17. 57%。
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　　健肾益肺口服液主要由冬虫夏草、人参、鹿茸、黄芪、党

参等十一味中药提取而成 ,具有滋阴补肝、健肾益肺的作用 ,

用于气阴两伤所致虚衰诸症。由于本品处方由十一味中药

材组成 ,《中国药典 》方法 [ 1 ]进行成药中腺苷含量测定 ,杂质

峰干扰较大 ,腺苷峰形小 ,难以识别 ,影响测定结果 ,因此我

们参考有关文献 [ 226 ]对成药中腺苷的提取方法和色谱条件进

行了修订 ,经方法学研究 ,证明本方法杂质峰干扰小 ,重现性

好 ,杂质峰干扰小 ,结果稳定 ,可作为健肾益肺口服液质量控

制方法。

1　仪器与试药

W aters 515E高效液相色谱仪 , W aters2996二极管阵列

紫外检测器 , W aters Empower p ro 色谱工作站。试剂 :甲醇

(HPLC级 ) ;水 (超纯水 ) ;其余试剂均为分析纯。腺苷 (中国

药品生物制品检定所提供 ,批号 : 8792200202)。健肾益肺口

服液 (由三普药业股份有限公司提供 )。

2　实验与结果

2. 1　色谱条件

色谱柱 : phenomenexÒ C18 (5μm, 4. 6 mm ×250 mm ) ;流

动相 : 甲醇 2水 2磷酸 (体积比 5 ∶95 ∶0. 025 ) ; 检测波长 :

260 nm;柱温 : 30 ℃;流速 : 0. 8 mL /m in。
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2. 2　样品处理方法

精密吸取健肾益肺口服液 2. 0 mL,加 90%乙醇 20 mL,

摇匀 ,静置沉淀 ,滤过 ,滤液备用。滤渣用 10 mL90%乙醇洗

涤 2次 ,合并滤液。滤液浓缩蒸干 ,残留物加 5 mL水溶解后

加到已用水平衡好的 D101大孔树脂柱 ( 10 cm ×2 cm ) ,吸附

30 m in,先用 20 mL水冲洗 ,弃去洗脱液 ,再用 100 mL50%乙

醇溶液洗脱 ,收集洗脱液 ,浓缩至 2～3 mL,用水洗至 10 mL

量瓶中并定容至刻度 ,作为样品溶液。

2. 3　阴性对照溶液

按健肾益肺口服液质量标准中处方比例制成不含腺苷

的阴性对照样品 ;按样品处理方法制备阴性对照液。按上述

色谱测定方法测定 ,结果表明 ,健肾益肺口服液中其它成分

对腺苷含量测定无干扰。见图 1～3。

图 1　腺苷对照品色谱图

图 2　样品色谱图

图 3　阴性对照色谱图

2. 4　线性关系的考察

精密取腺苷对照品配置成 2. 75, 5. 5, 11, 27. 5,

55μg/mL浓度的溶液 ,按上述色谱条件测定峰面积 ,以峰面

积积分值为纵坐标 ,腺苷对照品浓度为横坐标 ,计算回归方

程为 : Y = 37 671X + 10 120, r = 1。结果表明 ,腺苷在 2. 75～

55. 00μg/mL的范围内有较好的线性关系。

2. 5　精密度试验

精密吸取腺苷对照品溶液 ( 11. 00μg/mL ) 10μL,重复

进样 5次 ,按上述色谱条件测定腺苷峰面积 ,结果腺苷峰面

积基本不变 ,其 RSD为 1. 33%。

2. 6　重复性试验

取同一批号样品 5份 ,制备成样品溶液 ,按上述色谱条

件测定腺苷峰面积 , 结果样品中腺苷的平均含量为

20. 93μg/g,其 RSD为 0. 92%。表明方法重现性好。

2. 7　稳定性试验

取同一批号样品溶液 ,按 0, 1, 3, 6, 12 h进样 ,测得腺苷

峰面积值。结果表明 ,供试品在 12h内稳定。

2. 8　回收率试验

采用加样回收法。精密吸取已知含量的健肾益肺口服

液 6份 ,精密加入腺苷对照品 40μg,按供试品溶液制备 ,按

照上述色谱条件 ,进样 ,测定 ,回收率在 93. 21% ～98. 79% ,

RSD为 2. 02%。结果见表 1。

表 1　 回收率试验结果

样品含量

/μg

加入量

/μg

实测值

/μg

回收率

/%

平均回收率

/%

RSD

/%

42 40 81. 515 98. 79

42 40 80. 150 95. 38

42 40 79. 285 93. 21
95. 93 2. 02

42 40 80. 960 97. 40

42 40 80. 310 95. 78

42 40 80. 000 95. 00

　　考察结果表明线性关系、精密度、稳定性、重现性好 ,回

收率高 ,方法灵敏。

2. 9　供试品测定

对 6批供试品进行含量测定 , RSD 为 2. 48% ,其结果见

表 2。

表 2　 6批样品中腺苷含量测定结果 ( n = 6)

序号 1 2 3 4 5 6

含量 / (μg/mL) 20. 92 21. 73 21. 20 20. 55 21. 68 21. 90

3　讨论

3. 1　样品前处理方法的选择

健肾益肺口服液中含量测定指标成分为腺苷 ,由于本品

组方复杂 ,仅用水或乙醇提取难以使供试品中的腺苷与其它

杂质分开 ,因此对样品前处理方法进行了研究。样品用

90%乙醇提取 ,滤过 ,滤液浓缩蒸干后 ,再用水溶解 ,经 D101

大孔树脂柱 (10 cm ×2 cm)吸附 ,先用水洗脱 ,水洗脱液浓缩

后经液相检测无腺苷成分 ,弃去。再用 100 mL20%乙醇洗

脱 ,洗脱液浓缩后经液相检测含微量腺苷成分。再用

100 mL40%乙醇洗脱 ,洗脱液浓缩后经液相检测含有腺苷成

分。再用 100 mL60%乙醇洗脱 ,洗脱液浓缩后经液相检测

几乎无腺苷成分。最后用 95%乙醇洗脱 ,洗脱液浓缩后经

液相检测无腺苷成分。因此 ,在经 D101大孔树脂柱色谱时 ,

先用水洗脱 ,除去极性相对较大部分 ,再用 50%乙醇洗脱 ,

富集腺苷。50%乙醇洗脱液浓缩 ,从而得到杂峰相对较少的

供试品溶液。
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3. 2　色谱条件的选择

实验表明 ,流动相中磷酸的含量对腺苷的影响较大 ,对

其他成分的影响较小 ,经试验确定本试验中磷酸体积比。考

察柱温与流速确定本试验中条件最合适。对腺苷对照品溶

液进行了紫外全波长扫描结果显示 :腺苷在 257. 4 nm处有

最大吸收 ,故检测波长定为 260 nm。

3. 3　不同柱温 ,流动相中磷酸的含量对保留时间和分离的

影响

在实验中发现 ,由于样品中成分多 ,腺苷的保留时间及

与其它杂质的分离状况对柱温、流动相中磷酸的含量 pH值

的变化都非常敏感 ,因此需要严格控制色谱条件才能保证良

好的重现性和分离度。
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　　复方金黄胶囊为中药、天然药物注册 622类天然药物复

方制剂 [ 1 ] ,由金银花、黄连、灯心草等中药组成 ,具有清热解

毒、清心火、利小便的功效。用于热毒血痢、血热吐衄、心火

胎毒、尿少涩痛、痈肿疔疮等。为了制订本品质量标准 ,对其

鉴别和含量测定进行了研究 ,结果 :金银花薄层鉴别和黄连

薄层鉴别呈阳性 ,阴性不干扰 ,收入正文 ;灯心草斑点不明

显 ,阴性干扰 ,无法收入正文。含量测定研究结果 :以绿原酸

为对照品 ,测定制剂中绿原酸的含量 ,方法简便准确 ,重复性

好 ,报道如下。

1　仪器及材料

1. 1　仪器 　日本岛津 LC210ATVP高效液相色谱仪 ; SPD2
10AVP紫外检测仪 ;威玛龙色谱工作站 ;日本 GR2202双量

程 10万分之一及万分之一电子分析天平。

1. 2　试剂、试药 　复方金黄胶囊和阴性样品均为广西南宁

万士达制药有限公司提供 ;甲醇为色谱纯 ,冰醋酸为分析纯 ,

水为重蒸馏水 ,绿原酸对照品 ( 1107532200212,含量测定

用 ) ,盐酸小檗碱对照品 (1107132200208,含量测定用 ) ,金银

花对照药材 ( 1210602200303, 鉴别用 ) , 黄连对照药材

(12091320301,鉴别用 ) ,均购自中国药品生物制品检定所。

2　方法与结果

2. 1　鉴别

2. 1. 1　金银花的薄层鉴别 　取本品 2粒的内容物 ,加甲醇

10 mL,超声处理 20 m in,滤过 ,滤液蒸干 ,残渣加甲醇 0. 5

mL使溶解 ,作为供试品溶液。另取金银花对照药材 0. 8 g,

同法制成对照药材溶液。再取绿原酸对照品 ,加甲醇制成每

1 mL含 1 mg的溶液 ,作为对照品溶液。再按处方量取缺金

银花的其他药味 (2粒量 ) ,按本工艺制法制成阴性样品 ,再

按供试品溶液的制法制成阴性溶液 ,照薄层色谱法 (中国药

典 2005年版一部附录 V I B )试验。吸取上述 4种溶液各

10μL,分别点于同一以羧甲基纤维素钠为黏合剂的硅胶 G

薄层板上 ,以醋酸乙酯 2甲酸 2水 (7∶2. 5∶2. 5)的上层溶液为

展开剂 ,展开 ,取出 ,晾干 ,喷以 5%磷钼酸乙醇液 , 105 ℃加

热至斑点显色清晰。供试品色谱中 ,在与对照药材色谱及对

照品色谱相应的位置上 ,显相同颜色的斑点 ,阴性不干扰。

2. 1. 2　黄连的薄层鉴别 　取本品 2粒的内容物 ,加甲醇

10 mL,超声处理 30 m in,滤过 ,滤液蒸干 ,残渣加甲醇 1 mL

使溶解 ,作为供试品溶液。另取黄连对照药材 0. 8 g,同法制

成对照药材溶液。再取盐酸小檗碱对照品 ,加甲醇制成每

1 mL含 1 mg的溶液 ,作为对照品溶液。再按处方量取缺黄

连的其他药味 (2粒量 ) ,按本工艺制法制成阴性样品 ,再按

供试品溶液的制法制成阴性溶液 ,照薄层色谱法 (中国药典

2005年版一部附录 ⅥB)试验。吸取上述 4种溶液各 10μL,
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