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高效液相色谱－蒸发光散射法测定杏贝止咳颗粒中
贝母素甲和贝母素乙含量
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摘要：目的建立测定杏贝止咳颗粒中贝母素甲和贝母素乙含量的高效液相色谱－蒸发光散射（ＨＰＬＣ － ＥＬＳＤ）法。方法色谱柱为
Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为７０％乙腈溶液牗含０． ０８％二乙胺牘，流速为０． ８ Ｌ ／ ｍｉｎ，ＥＬＳＤ漂移管温度为８５ ℃，
载气（氮气）流速为２． １ Ｌ ／ ｍｉｎ，雾化器温度为７０ ℃，进样量为１０ μＬ。结果贝母素甲和贝母素乙进样量分别在０． １３３ ～ ２． ６５５ μｇ和
０． １２５ ～ ２． ５４７ μｇ范围内与峰面积线性关系良好，精密度、稳定性、重复性试验的ＲＳＤ均小于２％，加样回收率分别为９９． ２２％ ～
１００． ６６％，９６． ０８％ ～ ９９． ８６％，ＲＳＤ分别为０． ４８％和１． ０８％ 牗 ｎ ＝ ９ 牘。结论该方法操作简便、准确，精密度、稳定性、重复性好，可用于
杏贝止咳颗粒中贝母素甲和贝母素乙的含量测定。
关键词：杏贝止咳颗粒；贝母素甲；贝母素乙；含量测定；高效液相色谱－蒸发光散射法
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

装置纯化测量；最后是正确输入被测样品的折光率和吸
收率。粒径的测试中，方法及仪器不同，测试结果差异较
大，重复性不好。本研究中采用同样条件，测试结果有较
好的重复性和准确性，为提高原料药和药物制剂生产质
量提供了现实指导意义。
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

杏贝止咳颗粒由麻黄、前胡、浙贝母、桔梗、苦杏仁、
百部、甘草等１２种中药组方，有清宣肺气、止咳化痰功
效，临床主要用于外感咳嗽的治疗犤 １ 犦。现行质量标准为
原国家食品药品监督管理局标准，该标准在定性鉴别之
外，仅对苦杏仁中的苦杏仁苷进行了含量控制犤 １ 犦。方中
浙贝母有清热化痰、润肺止咳功效，贝母素甲和贝母素
乙为其主要活性成分犤２ － ３犦。本研究中采用高效液相色谱－
蒸发光散射（ＨＰＬＣ － ＥＬＳＤ）法测定两成分含量，为完善
该药品质量标准提供参考。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０型高效液相色谱仪，包括１２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ
蒸发光散射检测器（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＢＰ２１１Ｄ型电
子分析天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；Ｍｉｌｌｉ － Ｑ Ｉｎｔｅｒｇｒａｌ ３型
超纯水机（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＳＫ２５０ＨＰ型超声波清
洗仪（上海利导超声仪器有限公司）。
１． ２ 试药

贝母素甲对照品（批号为１１０７５０ － ２０１６１２，纯度为
９６． ２％），贝母素乙对照品（批号为１１０７５１ － ２０１７１２，纯
度为９７． ７％），均购自中国食品药品检定研究院；杏贝
止咳颗粒（江苏康缘药业股份有限公司，批号分别为
１７０７２１，１７０９０６，１７１１０８，规格为每袋４ ｇ）；甲醇、乙腈为
色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为超纯水。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件

色谱柱：Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｃ１８ 柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ）；流动相：７０％乙腈溶液牗含０． ０８％二乙胺牘；流
速：０． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ；ＥＬＳＤ漂移管温度：８５ ℃；载气（氮气）流
速：２． １ Ｌ ／ ｍｉｎ；雾化器温度：７０ ℃；进样量：１０ μＬ犤４ － ５ 犦。
２． ２ 溶液制备

称取贝母素甲、贝母素乙对照品各适量，精密称定，
加甲醇制成贝母素甲和贝母素乙质量浓度分别为
１． ３２８ ｇ ／ Ｌ和１． ２４７ ｇ ／ Ｌ的混合对照品贮备液，精密量
取５ ｍＬ，置５０ ｍＬ容量瓶中，加甲醇定容，摇匀，即得
混合对照品溶液。取样品适量，称取４． ００３ ２ ｇ，精密称
定，置圆底烧瓶中，精密加浓氨溶液５ ｍＬ，浸润２ ｈ，
加氯仿－乙酸乙酯－甲醇（１ ∶ ７ ∶ ２，Ｖ ／ Ｖ ／ Ｖ）混合溶
液７０ ｍＬ，置８０ ℃水浴上加热回流２ ｈ，放冷，滤过；残
渣以混合溶液溶解，滤过，合并滤液，置１００ ｍＬ容量瓶
中，加混合溶液定容。精密量取续滤液５０ ｍＬ，置蒸发皿
中蒸干，残渣用甲醇溶解并定容至５ ｍＬ，经０． ２２ μｍ微
孔滤膜滤过，取续滤液，即得供试品溶液。按杏贝止咳颗
粒处方和工艺制备缺贝母的阴性样品，同法制成阴性对
照品溶液。

２． ３ 方法学考察
专属性试验：取上述溶液各适量，按拟订色谱条件

进样测定，记录色谱图，详见图１。结果阴性对照品溶液
色谱在与贝母素甲和贝母素乙对照品溶液色谱相同保
留时间处无干扰峰，说明本试验专属性良好。

线性关系考察：取混合对照品贮备液２． ０，１． ０，０． ５，
０． ２，０． １ ｍＬ，分别置１０ ｍＬ容量瓶中，加甲醇定容，制得
系列混合对照品溶液，按拟订色谱条件进样测定，记录
峰面积。以待测对照品进样量（Ｘ，μｇ）为横坐标、峰面积
（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，得贝母素甲和贝母素乙回
归方程分别为Ｙ甲＝ １． ４６８ ５ Ｘ甲＋ ５． ９０１ ４，ｒ ＝ ０． ９９９ ９
牗 ｎ ＝ ５牘，Ｙ乙＝ １． ４６９ ３Ｘ乙＋ ６． ２２５ ７，ｒ ＝０． ９９９ ７牗 ｎ ＝ ５牘。
结果表明，贝母素甲和贝母素乙进样量分别在 ０． １３３ ～
２． ６５５ μｇ和０． １２５ ～ ２． ５４７ μｇ范围内与峰面积线性关
系良好。

检测限和定量限测定：分别精密量取混合对照品溶
液适量，倍比稀释，按拟订色谱条件进样测定，以信噪比
牗 Ｓ ／ Ｎ 牘为１０ ∶ １和３ ∶ １分别计算定量限和检测限。结
果贝母素甲和贝母素乙定量限分别为０． １３２ ８ μｇ和
０． １２４ ７ μｇ，检测限分别为０． ０４４ ２６ μｇ和０． ０６２ ３５ μｇ。

精密度试验：取混合对照品溶液适量，按拟订色谱
条件进样，连续测定６次，记录峰面积。结果贝母素甲和贝
母素乙峰面积的ＲＳＤ分别为０． ９１％和１． ０９％（ｎ ＝ ６），
表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取供试品溶液（批号为１７０７２１）适量，
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图１ 高效液相色谱图
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样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）
表１ 加样回收试验结果（ｎ ＝ ９）

注：Ａ为贝母素甲，Ｂ为贝母素乙。

Ａ
０． ４４６ ６
０． ４４６ ０
０． ４４７ １
０． ４４６ ３
０． ４４６ ６
０． ４４６ １
０． ４４７ ２
０． ４４６ ９
０． ４４７ ７

Ｂ
０． ６２４ ０
０． ６２３ ２
０． ６２４ ８
０． ６２３ ７
０． ６２４ １
０． ６２３ ４
０． ６２４ ８
０． ６２４ ５
０． ６２５ ５

Ａ
０． ３３２ ０
０． ３３２ ０
０． ３３２ ０
０． ５５７ ８
０． ５５７ ８
０． ５５７ ８
０． ７７０ ２
０． ７７０ ２
０． ７７０ ２

Ｂ
０． ３１１ ８
０． ３１１ ８
０． ３１１ ８
０． ５２３ ７
０． ５２３ ７
０． ５２３ ７
０． ７２３ ３
０． ７２３ ３
０． ７２３ ３

Ａ
０． ７７６ ９
０． ７８０ ２
０． ７７６ ５
１． ００１ ８
１． ００６ ９
１． ００４ ４
１． ２１４ ８
１． ２１３ ９
１． ２１６ ６

Ｂ
０． ９２３ ６
０． ９３０ ４
０． ９３２ １
１． １３９ ２
１． １３９ ６
１． １４１ ６
１． ３４７ １
１． ３４５ ２
１． ３３９ ７

Ａ
９９． ４９
１００． ６６
９９． ２２
９９． ５９
１００． ４５
１００． ０９
９９． ６６
９９． ５８
９９． ８３

Ｂ
９６． ０８
９８． ５２
９８． ５６
９８． ４３
９８． ４３
９８． ９５
９９． ８６
９９． ６４
９８． ７４

分别于室温下放置０，１，３，５，８，１２ ｈ时进样，按拟订色
谱条件测定，记录峰面积。结果贝母素甲和贝母素乙峰
面积的ＲＳＤ分别为１． ２３％和１． ４２％（ｎ ＝ ６），表明供
试品溶液室温放置１２ ｈ内基本稳定。

重复性试验：称取样品（批号为１７０７２１）适量，精密
称定，共６份，同法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进
样测定，记录峰面积并计算含量。结果贝母素甲和贝母
素乙平均含量分别为每袋０． ８９２ ４ ｍｇ和１． １７２ ６ ｍｇ，
ＲＳＤ分别为１． １２％和１． １２％（ｎ ＝ ６），表明方法重复性
良好。

加样回收试验：称取已知含量的样品（批号为
１７０７２１）适量，每份２． ０ ｇ，共９份，按８０％ ，１００％ ，
１２０％水平分别加入混合对照品贮备液，同法制备供试
品溶液，按拟订色谱条件进样测定，记录峰面积，并计算
加样回收率。结果见表１。

２． ４ 样品含量测定
取样品各适量，同法制备供试品溶液，按拟订色谱

条件进样测定，记录峰面积，以外标两点法计算含量。结
果见表２。

３ 讨论
本试验中采用紫外－可见分光光度仪对对照品溶

液进行全波长扫描，贝母素甲和贝母素乙均无强发色基
团，紫外吸收很弱且为末端吸收，基线不稳，背景干扰严
重。而ＥＬＳＤ适用于无紫外吸收化合物的定量定性分
析，基线平稳，灵敏度较高。本试验中通过对不同比例的
甲醇－水、乙腈－水及乙腈－水（含０． ０８％二乙胺）等
流动相进行比较，结果显示，采用乙腈－水（含０． ０８％

二乙胺）作为流动相时，基线噪音小，分离效果良好，各
色谱峰无拖尾现象，且分析时间较短，保留时间适中。本
试验中在参考文献犤 ６ － ８ 犦的基础上，对漂移管温度和载
气流速进行优化，考察了飘移管温度为７０ ～ １００ ℃、载
气流速为１． ５ ～ ２． ２ Ｌ ／ ｍｉｎ时待测成分的响应值，结果
显示，漂移管温度为８５ ℃、载气流速为２． １ Ｌ ／ ｍｉｎ时，
响应值最高，色谱峰峰形和分离度均良好，且不受杂质
干扰。

本试验中对提取溶剂、提取方法和提取时间进行
了优化筛选，分别以氯仿、乙酸乙酯、乙酸乙酯－甲醇
（４ ∶ １，Ｖ ／ Ｖ）、氯仿－甲醇（４ ∶ １，Ｖ ／ Ｖ）及氯仿－乙酸乙
酯－甲醇（２ ∶ ７ ∶ １，Ｖ ／ Ｖ ／ Ｖ 牘为提取溶剂进行试验，结果
显示，氯仿－甲醇（４ ∶ １，Ｖ ／ Ｖ）和氯仿－乙酸乙酯－甲
醇（２ ∶ ７ ∶ １，Ｖ ／ Ｖ ／ Ｖ 牘 ２种提取溶剂提取效果较好，考虑
乙酸乙酯的毒性低于氯仿，故选用后者；比较了超声、加
热回流提取２种方法的提取效果犤 ７ 犦，结果显示，加热回
流提取时２种待测成分含量较高；比较了提取１，１． ５，
２，２． ５，３ ｈ时的提取效果，结果显示，提取２ ｈ后待测成
分含量无明显变化，故选择加热回流提取２ ｈ；选用了
５０，６０，７０，８０，９０ ｍＬ的氯仿－乙酸乙酯－甲醇（２ ∶ ７ ∶ １，
Ｖ ／ Ｖ ／ Ｖ 牘混合溶液进行加热回流提取，结果显示，溶液
量 ７０ ｍＬ以上待测成分含量无明显变化，故选择 ７０ ｍＬ
混合溶液。

综上所述，本研究中建立的方法操作简便、准确，精
密度、稳定性、重复性好，可用于杏贝止咳颗粒贝母素甲
和贝母素乙的含量测定。
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表２ 样品含量测定结果（ｍｇ ／袋，ｎ ＝ ６）
批号
１７０７２１
１７０９０６
１７１１０８

贝母素甲
０． ８９２ ４
０． ９１１ ０
０． ８９９ ２

贝母素乙
１． １７２ ６
１． １７１ ５
１． ２１０ ６


