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反相高效液相色谱法同时测定呋柳粉中水杨酸、苯甲酸
和呋喃西林含量
戴安印，刘洁琼，谷 娜，郭胜才△

（中国人民解放军第一一七医院，浙江杭州３１００１３）
摘要：目的建立同时测定呋柳粉中水杨酸、苯甲酸和呋喃西林含量的反相高效液相色谱（ＲＰ － ＨＰＬＣ）法。方法色谱柱为Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８柱
（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为甲醇－ ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸氢二钠（ｐＨ ＝ ７． ０）（３０ ∶ ７０，Ｖ ／ Ｖ），检测波长为２７５ ｎｍ，流速为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱
温为２５ ℃，进样量为１０ μＬ，采用外标法定量。结果水杨酸、苯甲酸和呋喃西林质量浓度线性范围分别为１５１． ４５ ～ ４５４． ３５ μｇ ／ ｍＬ、
１４８． ８１ ～ ４４６． ４０ μｇ ／ ｍＬ、２０． ０８ ～ ６０． ２４ μｇ ／ ｍＬ，平均回收率分别为１００． ８１％ ，１０１． １１％ ，１００． ８２％ ，ＲＳＤ分别为１． ７３％ ，１． ８１％ ，
１． ６８％（ｎ ＝ ９）。结论该方法简单、方便、灵敏度高、重复性好，适用于呋柳粉的质量控制。
关键词：呋柳粉；反相高效液相色谱法；水杨酸；苯甲酸；呋喃西林；含量测定；质量控制
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呋柳粉为我院研制的非标准制剂，主要成分有水杨
酸、苯甲酸、硼酸、呋喃西林和鞣酸等，有杀菌、消炎、收
敛和抑制霉菌生长作用，临床主要用于治疗各种足癣、

手癣，已在我院临床使用多年，疗效显著。我院现行的呋
柳粉质量标准中仅有定性鉴别，缺少对主要成分的含量
测定。为了更好地控制该制剂的产品质量，保障临床用

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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１． 水杨酸 ２． 苯甲酸 ３． 呋喃西林
Ａ． 阴性对照溶液 Ｂ． 对照品溶液 Ｃ． 供试品溶液

图１ 高效液相色谱图

药安全，本研究中参考２０１５年版《中国药典（二部）》及
文献犤 １ － ７ 犦，建立了同时测定呋柳粉中水杨酸、苯甲酸
和呋喃西林含量的反相高效液相色谱（ＲＰ － ＨＰＬＣ）法。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ １１００型高效液相色谱仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公
司）；ＦＡ２００４Ｂ型电子分析天平（上海民桥精密科学仪
器有限公司）；ｐＨＳ － ３Ｃ型精密ｐＨ计（上海精密科学仪
器有限公司）；ＫＱ － １００ＤＹ型医用数控超声清洗器（昆
山市超声仪器有限公司）。
１． ２ 试药

苯甲酸对照品（批号为１００４１９ － ２０１３０２，纯度为
１００． ０％），水杨酸对照品（批号为１０９０６ － ２０１１０４，纯度
为９９． ９％），呋喃西林对照品（批号为１０１１６７ － ２０１００１，
纯度为９９． ４％），均购自中国食品药品检定研究院；呋
柳粉（我院自制，批号分别为２０１７０４２５，２０１７０６０９，
２０１７１０２９，规格为每盒３０ ｇ，含水杨酸、苯甲酸各９． ３７５ ｇ，
呋喃西林０． ９３７ ５ ｇ）；甲醇（色谱纯，江苏省淮安市恒天
工贸有限公司）；水为纯化水；硼酸、鞣酸为药用标准，其
余试剂均为分析纯。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；
流动相：甲醇－ ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸氢二钠（用磷酸调ｐＨ至
７． ０，３０ ∶ ７０，Ｖ ／ Ｖ）；检测波长：２７５ ｎｍ；流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，
进样量：１０ μＬ。在此色谱条件下，各待测成分峰形良好
分离度均大于１． ５，理论板数以水杨酸、苯甲酸和呋喃
西林峰计均大于３ ０００。
２． ２ 溶液制备

称取按处方比例配制的硼酸、鞣酸阴性药粉０． ０９６ ２ ｇ，
精密称定，置１００ ｍＬ容量瓶中，加水约８０ ｍＬ，５０ ℃
超声３０ ｍｉｎ使溶解，冷却至室温，加水定容，摇匀，滤
过，即得阴性对照溶液。称取样品（批号为２０１７１０２９）
０． ０９５ ７ ｇ，精密称定，同法制得供试品溶液。称取苯甲酸
对照品０． ０７４ ４ ｇ，水杨酸对照品０． ０７５ ８ ｇ，呋喃西林对
照品０． ０１０ １ ｇ，精密称定，同法制得对照品贮备液，精
密量取４ ｍＬ，置１０ ｍＬ容量瓶中，加水定容，摇匀，即得
对照品溶液。
２． ３ 方法学考察

专属性试验：分别精密量取２． ２项下３种溶液各
１０ μＬ，按２． １项下色谱条件分别注入液相色谱仪，记录
色谱图，详见图１。可见，阴性对照溶液在水杨酸、苯甲
酸、呋喃西林峰保留时间处无干扰，专属性良好。

线性关系考察：精密量取２． ２项下对照品贮备液
２，３，４，５，６ ｍＬ，置１０ ｍＬ容量瓶中，加水定容，摇匀，作为

线性系列供试品溶液，精密量取１０ μＬ，进样测定，记录色
谱图，分别以质量浓度（Ｘ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐
标进行线性回归，得回归方程，水杨酸为Ｙ１ ＝ ２． ００Ｘ１ －
９． ６５，ｒ ＝０． ９９９ ７（ｎ ＝５），苯甲酸为Ｙ２ ＝４． ９６Ｘ２ －１７． ７４，
ｒ ＝ ０． ９９９ ６（ｎ ＝ ５），呋喃西林为Ｙ３ ＝ ２７． ５２Ｘ３ － ３１． ４１，
ｒ ＝ ０． ９９９ ６（ｎ ＝ ５）。结果表明，水杨酸、苯甲酸和呋喃西
林质量浓度分别在１５１． ４５ ～ ４５４． ３５ μｇ ／ ｍＬ、１４８． ８１ ～
４４６． ４０ μｇ ／ ｍＬ、２０． ０８ ～ ６０． ２４ μｇ ／ ｍＬ范围内与峰面积
线性关系良好。

精密度试验：在拟订色谱条件下，精密量取２． ３项
下３号标准曲线工作液，重复进样６次，记录色谱图，测
定峰面积。结果苯甲酸、水杨酸及呋喃西林峰面积的
ＲＳＤ分别为０． ７０％，０． ６９％，０． ６７％ 牗 ｎ ＝ ６牘，表明仪器
精密度良好。

重复性试验：称取同一批样品（批号为２０１７１０２９）
约０． １ ｇ，精密称定，共６份，依法制备供试品溶液，进样
测定。结果苯甲酸、水杨酸及呋喃西林含量的ＲＳＤ分别为
０． ７２％，０． ６５％，０． ９９％ 牗 ｎ ＝ ６牘，表明方法重复性良好。

稳定性试验：称取样品（批号为２０１７１０２９）适量，依
法制备供试品溶液，室温下于０，４，８，１２，２４ ｈ时分别进
样１０ μＬ，记录峰面积。结果苯甲酸、水杨酸及呋喃西林
峰面积的ＲＳＤ分别为１． ０８％，０． ７２％，０． ８２％ 牗 ｎ ＝ ５ 牘，
表明供试品溶液在室温下放置２４ ｈ内基本稳定。

加样回收试验：称取已知含量的样品（批号为
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Ａ
３． ６６
３． ６０
３． ６３
３． ５７
３． ６０
３． ５４
３． ５７
３． ５１
３． ６０

Ｂ
３． ８６
３． ７９
３． ８２
３． ７６
３． ７９
３． ７３
３． ７６
３． ７０
３． ７９

Ｃ
０． ３６
０． ３５
０． ３６
０． ３５
０． ３５
０． ３５
０． ３５
０． ３４
０． ３５

Ａ
２． ９８
２． ９８
２． ９８
３． ７２
３． ７２
３． ７２
４． ４６
４． ４６
４． ４６

Ｂ
３． ０３
３． ０３
３． ０３
３． ７９
３． ７９
３． ７９
４． ５５
４． ５５
４． ５５

Ｃ
０． ４０
０． ４０
０． ４０
０． ５０
０． ５０
０． ５０
０． ６１
０． ６１
０． ６１

Ａ
６． ６１
６． ７０
６． ６５
７． ２９
７． ４２
７． ２７
８． ０８
７． ９９
７． ９９

Ｂ
６． ８７
６． ９６
６． ９０
７． ５７
７． ６９
７． ５４
８． ３６
８． ２９
８． ２７

Ｃ
０． ７７
０． ７５
０． ７７
０． ８６
０． ８６
０． ８５
０． ９７
０． ９４
０． ９５

Ａ
９８． ９９
１０４． ０３
１０１． ３４
１００． ００
１０２． ６９
１００． ２７
１０１． １２
１００． ４５
９８． ４３

Ｂ
９９． ３４
１０４． ６２
１０１． ６５
１００． ５３
１０２． ９０
１００． ５３
１０１． １０
１００． ８８
９８． ４６

Ｃ
１０２． ５０
１００． ００
１０２． ５０
１０２． ００
１０２． ００
１００． ００
１０１． ６４
９８． ３６
９８． ３６

Ａ

１００． ８１

Ｂ

１０１． １１

Ｃ

１００． ８２

Ａ

１． ７３

Ｂ

１． ８１

Ｃ

１． ６８

表１ 加样回收试验结果（ｎ ＝ ９）

注：Ａ为苯甲酸，Ｂ为水杨酸，Ｃ为呋喃西林。

样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

苯甲酸 水杨酸 呋喃西林批号

２０１７０４２５
２０１７０６０９
２０１７１０２９

标示量
１００． ０
１００． ７
９９． ７

ＲＳＤ
０． ８４
０． ６６
０． ７５

标示量
１０１． ６
９８． ０
９８． ３

ＲＳＤ
０． ５２
０． １４
０． ３７

标示量
９６． １
９６． ６
９６． ２

ＲＳＤ
０． ９５
０． ３５
０． ５０

表２ 样品含量测定（％，ｎ ＝ ３）

２０１７１０２９）９份，各１２ ｍｇ，精密称定，分别置９个２５ ｍＬ
容量瓶牗编号１ － ９ 牘中，加水约１５ ｍＬ，５０ ℃超声３０ ｍｉｎ
使溶解，冷却至室温，加水定容，摇匀，①②③号容量瓶
中各精密加入２． ２项下对照品贮备液４ ｍＬ，④⑤⑥号
瓶中各精密加入５ ｍＬ，⑦⑧⑨号容量瓶中各精密加入
６ ｍＬ，加水定容，摇匀，即得。依法进样测定，分别记录峰
面积，计算平均回收率。结果见表１。
２． ４ 样品含量测定

称取３批样品，精密称定，依法制备供试品溶液，按
２． １项下色谱条件分别注入液相色谱仪，记录色谱图，
按外标法以峰面积计算样品含量。结果见表２。
３ 讨论
３． １ 检测波长选择

将苯甲酸、水杨酸和呋喃西林对照品的稀溶液用紫
外分光光度计在２００ ～ ４００ ｎｍ波长范围内扫描，结果显
示，苯甲酸在２３０ ｎｍ波长处，水杨酸在２３０ ｎｍ和３００ ｎｍ
波长处，呋喃西林在２６０ ｎｍ和３７５ ｎｍ波长处有最大吸
收，考虑到呋柳粉中呋喃西林的含量最低（约为苯甲酸
和水杨酸的１ ／ １０），故选择尽量接近呋喃西林最大吸收
波长作为检测波长。在２７５ ｎｍ处三者吸收度相近，可
同时满足３种成分的紫外检测，色谱峰分离度好，峰形
良好，且不受其他成分干扰，故最终选择２７５ ｎｍ为检
测波长。
３． ２ 流动相选择

通过查阅文献犤 ３ － ６ 犦，比较了不同比例的甲醇－
水、甲醇－磷酸氢二钠、甲醇－ ０． １％磷酸溶液、甲醇－
１％冰醋酸溶液等流动相系统，发现被测组分的保留时

间随着甲醇浓度的增大而减小，当甲醇体积分数为
４０％时，苯甲酸与水杨酸峰分离度小于１，两峰有部分
重叠。通过对色谱峰的分离度、保留时间及峰形等综合
考虑，最终选择甲醇－ ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸氢二钠（３０ ∶ ７０，
Ｖ ／ Ｖ）作为流动相体系。
此外，哈永红等犤 １ 犦的类似研究中采用高效液相色谱

双波长外标法测定足菌清中４种成分（水杨酸、苯甲酸、
间苯二酚及呋喃西林），以０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸二氢钾－甲
醇（用０． １％三乙胺调ｐＨ至４． ３ ～ ４． ４，５０ ∶ ５０，Ｖ ／ Ｖ）为流
动相，以２６０ ｎｍ作为呋喃西林和间苯二酚的测定波长，以
２８０ ｎｍ作为苯甲酸和水杨酸的测定波长，结果满意。

相较而言，本研究中利用ＲＰ － ＨＰＬＣ单波长法对
呋柳粉中多个成分进行含量测定，方法简单、操作方便，
各成分分离度好，峰形良好，且保留时间缩短一半，能显
著提高工作效率，适用于医院制剂呋柳粉的质量控制。
参考文献：
犤 １ 犦哈永红，康志健，梁春华，等． ＨＰＬＣ法同时测定足菌清中水杨
酸等４种成分的含量犤 Ｊ 犦 ． 沈阳药科大学学报，２００１，１８ 牗４ 牘 牶
２７６ － ２７８．

犤２ 犦谢越，俞浩，汪建飞，等． 高效液相色谱法同时测定滁菊
样品中的９种酚酸犤 Ｊ 犦 ． 分析化学，２０１３，４１ 牗３ 牘 牶 ３８３ － ３８８．

犤３ 犦卡斯木，卡哈尔，滕亮，等． ＨＰＬＣ法测定痤疮酊中氯霉素和
水杨酸的含量犤 Ｊ 犦 ． 中国药房，２０１５，２６ 牗１８ 牘 牶 ２５５７ － ２５５９．

犤４ 犦肖琦，阳文武，朱泽兵，等． 足光散质量标准提高研究犤 Ｊ 犦 ．
中国药业，２０１６，２５ 牗４ 牘 牶 ７３ － ７５．

犤５ 犦吴海伟，贾燕花，王晓青，等． ＨＰＬＣ法测定复方氯霉素醇溶液
中氯霉素和水杨酸的含量犤 Ｊ犦 ． 实用药物与临床，２０１４，１７牗７牘 牶
８７８ － ８８１．

犤６ 犦安珍珍，杨云，任磊，等． ＲＰ － ＨＰＬＣ法同时测定复方苯
海拉明滴鼻液中３种成分的含量犤 Ｊ犦． 中国药房，２０１７，２８牗１８牘 牶
２５７３ － ２５７５．

犤７ 犦吴诚，曹淼，张丽平，等． 高效液相色谱法和紫外分光光度
法测定呋喃西林含量的比较研究犤 Ｊ犦 ． 中国药业，２０１５，２４牗４牘 牶
３４ － ３６．

牗收稿日期：２０１８ － ０９ － ０６ 牘

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ


