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高效液相色谱－示差折光检测器法测定牛磺酸颗粒
和滴眼液中牛磺酸含量

仵淑红，王丽霞△

牗北京市东城区食品药品安全监控中心，北京１０００５０ 牘
摘要：目的建立测定牛磺酸颗粒和牛磺酸滴眼液中牛磺酸含量的高效液相色谱－示差折光检测器法。方法色谱柱采用Ｗａｔｅｒｓ ＮＨ２柱
（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为水－乙腈（４０ ∶ ６０），流速为０． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为３５． ０ ℃，检测器参比池和检测池温度均为３５． ０ ℃，
进样量为２０ μＬ。结果牛磺酸质量浓度在０． ０５ ～ １． ００ ｇ ／ Ｌ 牗 ｒ ＝ ０． ９９８ ５８，ｎ ＝ ７ 牘范围内与峰面积线性关系良好，检出限为０． ５ μｇ ／ ｍＬ；
牛磺酸颗粒和牛磺酸滴眼液的平均回收率分别为１００． ２７％和１００． ６１％，ＲＳＤ分别为１． ２６％和１． ５８％（ｎ ＝ ９）。结论该方法可用于牛
磺酸颗粒和牛磺酸滴眼液中牛磺酸的质量控制。
关键词：牛磺酸；高效液相色谱－示差折光检测器；高效液相色谱法；含量测定
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

牛磺酸牗 ｔａｕｒｉｎｅ 牘广泛分布于人体内各组织、器官，
是人体生长、发育必需的氨基酸。牛磺酸对中枢神经系
统、视觉发育系统有重要作用，还具有增强心肌收缩力、
抗心律失常、钙流动调控、促进胆汁分泌、解毒、提高机
体免疫等生物学功能犤１ 犦。牛磺酸颗粒作为解热镇痛药，可
缓解感冒初期的发热，适用于感冒、扁桃体炎、支气管
炎、风湿性关节炎等。牛磺酸滴眼液用于牛磺酸代谢失
调引起的白内障治疗，也可用于急性结膜炎、疱疹性结
膜炎、病毒性结膜炎的辅助治疗。由于牛磺酸的紫外吸
收较弱，２０１５年版《中国药典牗二部牘》犤２ 犦对牛磺酸片剂、
胶囊剂和散剂采用中和滴定方法测牛磺酸含量，方法衍
生步骤比较烦琐，同时要求在反应管中进行，对仪器的
配置要求较高。其他测定方法还有高效液相色谱－蒸发
光散射检测法犤 ３ 犦、自动电位滴定法犤４ 犦、分光光度法犤 ５ 犦、质
谱法犤６ 犦等。国家药品标准犤 ７ 犦采用苯乙烯共聚体与磺基
（Ｃａ －配位）结合的凝胶为填充剂，内消旋肌醇为内标

物的高效液相色谱－示差折光检测器法可对复方牛磺
酸滴眼液中牛磺酸成分进行分析。本研究中采用示差折
光检测器，ＮＨ２柱为分析柱，建立了牛磺酸颗粒和牛磺
酸滴眼液中牛磺酸含量的高效液相色谱分析方法。现报
道如下。
１ 仪器与试药

仪器：Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ高效液相色谱仪，Ａｇｉｌｅｎｔ
１２６０示差折光检测器（１２６０ － ＲＩＤ）；ＸＰ２０５型电子天平
牗梅特勒－托利多牘；Ｓａｔｏｒｉｕｓ ６１１ＤＩ纯化水系统；ＦＢ１５０６５
型超声波清洗器牗 Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 牘。

试药：牛磺酸对照品牗批号为１１１６１６ － ２０１６０５，含量
为１００． ０％ 牘，丙氨酸对照品牗批号为１４０６８０ － ２００８０３，
含量为９９． ９％ 牘，均购于中国食品药品检定研究院；牛
磺酸颗粒牗Ａ厂，批号为１６０６０１；Ｂ厂，批号为２０１６０５２２；
Ｃ厂，批号为１５１１０８ 牘，规格均为每袋０． ４ ｇ；牛磺酸滴眼
液牗Ａ厂，批号为１６０１１５０１，规格为每支０． ４ ｇ ∶ ８ ｍＬ牘；
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

牛磺酸滴眼液（Ｂ厂，批号为１６１２０４，规格为每支０． ５ ｇ ∶
１０ ｍＬ）；牛磺酸滴眼液（Ｃ厂，批号为１６１００１，规格为
０． ５ ｇ ∶ １０ ｍＬ牘；乙腈为Ｆｉｓｈｅｒ Ｃｈｅｍｉｃａｌ色谱纯，试验用
水为超纯水。
２ 方法与结果
２． １ 溶液制备

取牛磺酸对照品适量，精密称定，置容量瓶中，加流
动相溶解，制成质量浓度为１． ６ ｇ ／ Ｌ的牛磺酸对照品贮
备液；精密量取５ ｍＬ，置２０ ｍＬ容量瓶中，加流动相稀
释至刻度，得质量浓度为０． ４ ｇ ／ Ｌ的对照品溶液。

取牛磺酸颗粒细粉适量（相当于牛磺酸１００ ｍｇ），
精密称定，置５０ ｍＬ容量瓶中，加流动相溶解并稀释至
刻度，摇匀，滤过，制成质量浓度为２ ｇ ／ Ｌ的牛磺酸颗粒
供试品贮备液；精密量取续滤液５ ｍＬ，置２５ ｍＬ容量瓶
中，加流动相稀释至刻度，制成质量浓度为０． ４ ｇ ／ Ｌ的
牛磺酸颗粒供试品溶液Ａ。精密量取牛磺酸滴眼液２ ｍＬ
（相当于牛磺酸１００ ｍｇ），置５０ ｍＬ容量瓶中，加流动相
溶解并稀释至刻度，摇匀，滤过，制成质量浓度为２ ｇ ／ Ｌ

的牛磺酸滴眼液贮备液；精密量取续滤液５ ｍＬ，置２５ ｍＬ
容量瓶中，加流动相稀释至刻度，制成质量浓度为０． ４ ｇ ／ Ｌ
的供试品溶液Ｂ。取流动相，即得空白溶液。

取牛磺酸和丙氨酸对照品各约１０ ｍｇ，精密称取，
置２５ ｍＬ容量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，
即得系统适用性试验溶液。
２． ２ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ ＮＨ２柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；
流动相：水－乙腈（４０ ∶ ６０）；流速：０． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：
３５． ０ ℃；参比池温度：３５． ０ ℃；检测池温度：３５． ０ ℃；进
样量：２０ μＬ。分别取２． １项下５种溶液，按拟订色谱条
件进样，牛磺酸保留时间为６． ２１７ ｍｉｎ，丙氨酸保留时间
为６． ８７３ ｍｉｎ，丙氨酸与牛磺酸完全分离，分离度为
２． ６６，牛磺酸峰理论板数为１１ ６１４。在供试品溶液Ａ色
谱图中，牛磺酸保留时间为６． ２７３ ｍｉｎ，５． ６０１ ｍｉｎ处出
现一峰，两峰分离度为３． ０３，该峰对牛磺酸的测定无干
扰；供试品溶液Ｂ色谱图中，除溶剂外未发现干扰峰。
色谱图见图１。
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图１ 高效液相色谱图

２． ３ 方法学考察
线性关系考察：取牛磺酸对照品约５０ ｍｇ，精密称

定，置２５ ｍＬ容量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇
匀；分别精密量取５． ００，４． ００，３． ００，２． ００，１． ００，０． ５０，
０． ２５ ｍＬ，置１０ ｍＬ容量瓶中，制成质量浓度为１． ００，
０． ８０，０． ６０，０． ４０，０． ２０，０． １０，０． ０５ ｇ ／ Ｌ的牛磺酸对照
品溶液。按拟订色谱条件，进样２０ μＬ，记录峰面积，以
质量浓度（Ｘ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性
回归，得回归方程Ｙ ＝ １９５ ７６８． ５６ Ｘ ＋ １ ０８５． ９３，ｒ ＝

０． ９９８ ５８ 牗 ｎ ＝ ７ 牘。结果表明，牛磺酸质量浓度在０． ０５ ～
１． ００ ｇ ／ Ｌ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验牶分别取线性关系考察项下质量浓度为
１． ００，０． ４０，０． ０５ ｇ ／ Ｌ的对照品溶液，按拟订色谱条件进
样２０ μＬ，结果的ＲＳＤ分别为０． ３１％，０． ３７％，０． ３６％
（ｎ ＝ ５），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取质量浓度为０． ４ ｇ ／ Ｌ的对照品溶
液，室温放置，按拟订色谱条件分别在制备后０，１，２，４，
６，２０，２４ ｈ时进样２０ μＬ。结果的ＲＳＤ为０． ２８％（ｎ ＝ ７），
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表１ 牛磺酸加样回收试验结果（ｎ ＝ ９）

注：Ａ为牛磺酸颗粒，Ｂ为牛磺酸滴眼液。

样品含量（ｇ ／ Ｌ） 加入量（ｇ ／ Ｌ） 测得量牗 ｇ ／ Ｌ 牘 回收率牗％ 牘 Ｘ 牗％ 牘 ＲＳＤ 牗％ 牘

Ａ
０． ３１２ ６３
０． ３１２ ６３
０． ３１２ ６３
０． ３９０ ７９
０． ３９０ ７９
０． ３９０ ７９
０． ４６８ ９０
０． ４６８ ９０
０． ４６８ ９０

Ｂ
０． ４１６ ２８
０． ４１６ ２８
０． １４６ ２８
０． ４１６ ２８
０． ４１６ ２８
０． ４１６ ２８
０． ４１６ ２８
０． ４１６ ２８
０． ４１６ ２８

Ａ
０． ３１７ ７６
０． ３１７ ７６
０． ３１７ ７６
０． ３９７ ２０
０． ３９７ ２０
０． ３９７ ２０
０． ４７６ ６４
０． ４７６ ６４
０． ４７６ ６４

Ｂ
０． ３１７ ７６
０． ３１７ ７６
０． ３１７ ７６
０． ３９７ ２０
０． ３９７ ２０
０． ３９７ ２０
０． ４７６ ６４
０． ４７６ ６４
０． ４７６ ６４

Ａ
０． ６３２ ６１
０． ６２３ ４６
０． ６３２ ３１
０． ７８４ ７５
０． ７８４ ５２
０． ７９１ ５７
０． ９５１ ６９
０． ９５１ ２８
０． ９５３ １５

Ｂ
０． ７３７ ８９
０． ７４４ ３９
０． ７３７ ４２
０． ８０６ ６２
０． ８０６ ０５
０． ８１５ ８１
０． ８９７ ４４
０． ９００ １６
０． ８９５ ５７

Ａ
１００． ７０
９７． ８２
１００． ６０
９９． １８
９９． １３
１００． ９０
１０１． ２９
１０１． ２０
１０１． ６０

Ｂ
１０１． ２１
１０３． ２６
１０１． ０６
９８． ２７
９８． １２
１００． ５９
１００． ９５
１０１． ５２
１００． ５６

Ａ

１００． ２７

Ｂ

１００． ６１

Ａ

１． ２６

Ｂ

１． ５８

表明对照品溶液在２４ ｈ内稳定。
检测限确定：取质量浓度为０． ４ ｇ ／ Ｌ的牛磺酸对照

品溶液，逐步稀释，按拟订色谱条件进样２０ μＬ，记录色
谱图。结果信噪比为３ ／ １时，检测限为０． ５ μｇ ／ ｍＬ。

加样回收试验：分别精密量取２． １项下牛磺酸颗粒
供试品贮备液１． ６，２． ０，２． ４ ｍＬ，共９份，分别置１０ ｍＬ
容量瓶中，分别加入牛磺酸对照品贮备液２． ０，２． ５，
３． ０ ｍＬ，加流动相稀释至刻度，按拟订色谱条件分别进
样２０ μＬ，记录色谱图，计算回收率。结果见表１。精密量
取２． １项下牛磺酸滴眼液供试品贮备液２ ｍＬ，共９份，
分别置１０ ｍＬ容量瓶中，以８０％，１００％，１２０％ ３个水平
浓度精密加入牛磺酸对照品贮备液２． ０，２． ５，３． ０ ｍＬ，加
流动相稀释至刻度，按拟订色谱条件分别进样２０ μＬ，
记录色谱图，计算回收率。结果见表１。
２． ４ 样品含量测定

取３批牛磺酸颗粒、牛磺酸滴眼液和牛磺酸对照品
适量，精密称定，依法制备供试品溶液和对照品溶液，按
拟订色谱条件分别进样２０ μＬ，记录色谱图，按外标法
计算含量。结果３批牛磺酸颗粒样品（批号分别为
１６０６０１，２０１６０５２２，１５１１０８）的牛磺酸含量分别为９８． ３３％，
１０３． ４２％，１００． ５４％；３批牛磺酸滴眼液样品（批号分别
为１６０１１５０１，１６１２０４，１６１００１）的牛磺酸含量分别为
９３． ６７％，９６． ６５％，９９． ０８％。
３ 讨论

牛磺酸化学结构式Ｈ２Ｎ—ＣＨ２—ＣＨ２—ＳＯ３Ｈ，相对
分子量为１２５． １５，易溶于水，不溶于无水乙醇、乙醚和
丙酮。由于牛磺酸分子量相对较小，无苯基类疏水集团，
在药物分析常用的十八烷基硅胶柱上的保留能力较弱，
试验初期采用Ｃ１８柱，水－乙腈不同比例分析，其保留
时间比较短。分子中具有极性氨基、磺基亲水基团，在水
和乙腈体系流动相中，能与氨基柱的氨基基团达到保
留，增大流动相中乙腈的比例，牛磺酸的保留时间增加，
水－乙腈（４０ ∶ ６０）流动相条件下，氨基柱对牛磺酸的保
留时间达到６ ｍｉｎ，理论板数达１１ ６１４，分离效果良好。

由于牛磺酸溶解能力限制，继续增加流动相中乙腈比例
至水－乙腈（３０ ∶ ７０），牛磺酸不能充分溶解，因此选择
水－乙腈（４０ ∶ ６０）为流动相，氨基柱为分析柱。

２０１５年版《中国药典》犤２犦、美国药典ＵＳＰ３５ －ＮＦ３０犤８ 犦
和日本药典ＪＰ１７犤９ 犦，未收载明确的牛磺酸杂质。参考
２０１５年版《中国药典》犤 ２ 犦和文献犤 １０ 犦，选择丙氨酸和牛
磺酸作为系统适用性溶液考察方法的专属性，分离度良
好。专属性试验表明，在牛磺酸色谱峰处无干扰峰。加样
回收试验结果表明，回收率满足要求。
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