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高效液相色谱－蒸发光散射法测定黄氏响声含片中
贝母素甲和贝母素乙含量
陆 丹 １，赵懿清 １，高秋芳 １，郭卫东 ２，邹济高 ２

（１． 江苏省无锡市第三人民医院，江苏无锡２１４０００； ２． 江苏省无锡济民可信山禾药业股份有限公司，江苏无锡２１４０００）
摘要：目的建立测定黄氏响声含片中贝母素甲和贝母素乙含量的高效液相色谱－蒸发光散射法。方法色谱柱为Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｇｅｍｉｎｉ － ＮＸ
Ｃ１８柱（１５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为乙腈－水（６５ ∶ ３５，Ｖ ／ Ｖ，含０． ３５％二乙胺），流速为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为３０ ℃，进样量为２０ μＬ，
蒸发光散射器漂移管温度为７０ ℃，载气流速为１． ４ Ｌ ／ ｍｉｎ。结果贝母素甲和贝母素乙质量浓度线性范围分别为２５． ３２ ～ ２０２． ５６ μｇ ／ ｍＬ
（ｒ ＝ ０． ９９９ ８）和２５． １９ ～ ２０１． ４８ μｇ ／ ｍＬ（ｒ ＝ ０． ９９９ ９），定量限分别为１８９． ９ ｎｇ和２５１． ９ ｎｇ，检测限分别为７９． １ ｎｇ和７５． ６ ｎｇ，精密度、
稳定性、重复性试验的ＲＳＤ均小于３％ 牗 ｎ ＝ ６），平均回收率分别为１００． ２２％（ＲＳＤ ＝ ２． １８％，ｎ ＝ ６）和９８． ９６％（ＲＳＤ ＝ ２． ４２％，ｎ ＝ ６）。
结论该方法操作简便、准确，精密度、稳定性、重复性均良好，可用于测定黄氏响声含片中贝母素甲和贝母素乙的含量。
关键词：高效液相色谱－蒸发光散射法；黄氏响声含片；贝母素甲；贝母素乙；含量测定
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

黄氏响声含片为复方制剂，由薄荷、浙贝母、连
翘、蝉蜕、胖大海、酒大黄、川芎、儿茶、桔梗、诃子肉、
甘草、薄荷脑等药材组方，可疏风清热、化痰散结、利
咽开音。方中浙贝母为君药，可解毒散结消痈犤 １ 犦，其主
要成分为贝母素甲（浙贝母碱）和贝母素乙（去氢浙贝
母碱）犤 ２ 犦。本研究中采用高效液相色谱－蒸发光散射
（ＨＰＬＣ － ＥＬＳＤ）法测定黄氏响声含片中贝母素甲和贝
母素乙的含量，为该制剂的质量控制奠定基础。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ＯｐｅｎＬａｂ工
作站（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＡＬＬＴＥＣＨ ３３００型蒸发光散射
检测器（美国奥泰科技＜中国＞有限公司）；ＢＰ２１１Ｄ型电
子分析天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＫＱ２５０ＤＢ型数控超声
波清洗器（昆山市超声仪器有限公司，功率为２５０ Ｗ）。

１． ２ 试药
黄氏响声含片（无锡济民可信山禾药业股份有

限公司，批号分别为１７１１１２，１７１１２１，１７１１２４，１７１２０４，
１７１２０６，１７１２０７，１８０２０１，１８０２０４，１８０３０１，１８０３０３，１８０４０１，
１８０４０３，１８０４０５，规格为每片０． ６ ｇ）；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；乙腈、甲醇为色谱纯，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 Ｇｅｍｉｎｉ － ＮＸ Ｃ１８柱（１５０ ｍｍ ×
４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；流动相：乙腈－水（６５ ∶ ３５，Ｖ ／ Ｖ，含
０． ０３５％二乙胺）；流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３０ ℃；进样
量：２０ μＬ；ＥＬＳＤ参数：漂移管温度为７０ ℃，载气流速为
１． ４ Ｌ ／ ｍｉｎ。



２５

Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１９年４月２０日第２８卷第８期
Ｖｏｌ． ２８牞 Ｎｏ． ８牞 Ａｐｒｉｌ ２０牞 ２０１９

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

０ ４ ８ １２ １６ ２０
ｔ ／ ｍｉｎ

０ ４ ８ １２ １６ ２０
ｔ ／ ｍｉｎ

１

０ ４ ８ １２ １６ ２０
ｔ ／ ｍｉｎ

２

２１１００
８０
６０
４０
２０
０

Ｕ ／ ｍＶ
１００
８０
６０
４０
２０
０

Ｕ ／ ｍＶ
１００
８０
６０
４０
２０
０

Ａ Ｂ Ｃ

Ｕ ／ ｍＶ

１． 贝母素甲 ２． 贝母素乙
Ａ． 混合对照品溶液 Ｂ． 供试品溶液 Ｃ． 阴性对照品溶液

图１ 高效液相色谱图

２． ２ 溶液制备
取贝母素甲和贝母素乙对照品各适量，精密称定，

置容量瓶中，加流动相溶解并定容，制成贝母素甲和贝
母素乙质量浓度分别为０． ５１５ ０ ｇ ／ Ｌ和０． ５０３ １ ｇ ／ Ｌ的
对照品贮备液，取适量，制得贝母素甲和贝母素乙质量
浓度分别为０． ５０６ ４ ｇ ／ Ｌ和０． ５０３ ７ ｇ ／ Ｌ的混合对照品
溶液。取样品适量，捣碎，研细，过４号筛，取约５ ｇ，精密
称定，置具塞锥形瓶中，加入浓氨水－乙醇（１ ∶ ２，Ｖ ／ Ｖ）
１０ ｍＬ，密塞，浸泡３０ ｍｉｎ，加乙醚－三氯甲烷－乙醇
（５０ ∶ １６ ∶ ５，Ｖ ／ Ｖ ／ Ｖ）混合溶液２５ ｍＬ，超声处理３０ ｍｉｎ
（控制水温低于３０ ℃），滤过，滤渣用适量乙醚－三氯甲

烷－乙醇（５０ ∶ １６ ∶ ５，Ｖ ／ Ｖ ／ Ｖ）洗涤３次，合并滤液和洗
液，６０ ℃水浴挥干，残渣用流动相２ ｍＬ溶解，经０． ２２ μｍ
微孔滤膜滤过，取续滤液，即得供试品溶液。按处方和工
艺制备缺浙贝母的阴性样品，按供试品溶液制备方法制
成阴性对照品溶液。
２． ３ 方法学考察

系统适用性试验：取２． ２项下３种溶液各适量，按
拟订色谱条件进样测定，记录色谱图牗图１ 牘。结果理论
板数按贝母素甲、贝母素乙峰计均不低于３ ０００，分离度
均大于１． ５，基线分离良好，保留时间分别为６． ２７３ ｍｉｎ
和７． ９５７ ｍｉｎ，对称因子分别为０． ８２和０． ８４。

线性关系考察：分别精密量取混合对照品溶液０． ５，
１． ０，２． ０，２． ５，４． ０ ｍＬ，置１０ ｍＬ容量瓶中，加流动相定
容，摇匀，制得系列对照品溶液，精密量取２０ μＬ，按拟订
色谱条件进样测定，记录峰面积。以待测成分质量浓度
（μｇ ／ ｍＬ）的自然对数值（Ｘ）为横坐标、峰面积的自然对
数值（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． ４６４ ７Ｘ甲－０． １０８ ９牗 ｒ ＝０． ９９９ ８，
ｎ ＝ ５），Ｙ乙＝ １． ４５３ ６Ｘ乙－ ０． ０１６ ０（ｒ ＝ ０． ９９９ ９，ｎ ＝ ５）。
结果表明，贝母素甲和贝母素乙质量浓度线性范围分别
为２５． ３２ ～ ２０２． ５６ μｇ ／ ｍＬ和２５． １９ ～ ２０１． ４８ μｇ ／ ｍＬ。

定量限与检测限考察：精密量取混合对照品溶液适
量，倍比稀释，并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、检测限。结果贝
母素甲和贝母素乙的定量限分别为１８９． ９ｎｇ和２５１． ９ｎｇ，
检测限分别为７９． １ ｎｇ和７５． ６ ｎｇ。

精密度试验：取混合对照品溶液适量，按拟订色谱
条件连续进样测定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１． ５１％和０． ８５％（ｎ ＝ ６），
表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取供试品（批号为１８０４０３）溶液适量，
分别于室温下放置０，１，２，４，８，１２ ｈ，按拟订色谱条件进
样测定，记录峰面积。结果贝母素甲和贝母素乙峰面积
的ＲＳＤ分别为２． ２８％和１． ７７％（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１８０４０３）适量，精密
称定，同法制备供试品溶液，再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３６． ６１９ μｇ ／ ｇ和１５． ６７７ μｇ ／ ｇ，ＲＳＤ分
别为２． ４７％和２． ２４％（ｎ ＝ ６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量样品（批号为１８０４０３）
６份，每份约２． ５ ｇ，精密称定，分别加入一定质量浓度
的对照品溶液，同法制备供试品溶液，再按拟订色谱条
件进样测定，记录峰面积，并计算回收率。结果见表１。

２． ４ 样品含量测定
取１３批样品各适量，同法制备供试品溶液，再按拟

订色谱条件进样测定，平行测定３次，记录峰面积，并计算
样品含量。结果见表２。可见，各批次间贝母素甲和贝母素
乙的含量存在一定差异，平均含量分别为０． ０３０ ７ ｍｇ ／ ｇ
和０． ０１３ ６ ｍｇ ／ ｇ，ＲＳＤ分别为１０． ０２％和９． ０１％，平均总
含量为０． ０４４ ４ｍｇ ／ ｇ，ＲＳＤ为８． ５７％；以平均含量的８０％
制订含量下限，样品中贝母素甲、贝母素乙及总含量应分
别不低于０． ０２４ ６ ｍｇ ／ ｇ，０． ０１０ ９ ｍｇ ／ ｇ，０． ０３５ ５ ｍｇ ／ ｇ，各
批样品均符合要求。

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

注：Ａ为贝母素甲，Ｂ为贝母素乙。

Ａ
９１． ６１
９１． ５３
９１． ５７
９１． ６０
９１． ５５
９１． ５６

Ｂ
３９． ２２
３９． １９
３９． ２０
３９． ２２
３９． １９
３９． ２０

Ａ
９１． ６７
９１． ６７
９１． ６７
９１． ６７
９１． ６７
９１． ６７

Ｂ
３９． ２４
３９． ２４
３９． ２４
３９． ２４
３９． ２４
３９． ２４

Ａ
１８５． ０８
１８３． ５６
１８１． ９８
１８０． ２１
１８４． ５７
１８５． ２５

Ｂ
７７． ８３
７９． ８４
７７． ７１
７７． ９８
７７． ０９
７７． ７５

Ａ
１０１． ９６
１００． ３９
９８． ６３
９６． ６６
１０１． ４７
１０２． ２０

Ｂ
９８． ３９
１０３． ５９
９８． １４
９８． ７８
９６． ５９
９８． ２４

Ａ

１００． ２２

Ｂ

９８． ９６

Ａ

２． １８

Ｂ

２． ４２

表１ 加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）
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批号
１７１１１２
１７１１２１
１７１１２４
１７１２０４
１７１２０６
１７１２０７
１８０２０１
１８０２０４
１８０３０１
１８０３０３
１８０４０１
１８０４０３
１８０４０５

含量（ｍｇ ／ ｇ）
０． ０２９ ８
０． ０２６ ７
０． ０２８ １
０． ０２６ ５
０． ０２９ ４
０． ０２８ ５
０． ０３１ ８
０． ０３１ １
０． ０３０ ０
０． ０３４ ４
０． ０３４ ４
０． ０３６ ６
０． ０３２ １

ＲＳＤ（％）
１． ６８
１． １３
１． ８７
０． ９５
１． ８３
０． ９８
１． ８１
１． １７
０． ９９
１． ３２
１． ２１
１． ８９
１． ２４

含量（ｍｇ ／ ｇ）
０． ０１３ ８
０． ０１２ １
０． ０１３ １
０． ０１２ ７
０． ０１５ ４
０． ０１５ １
０． ０１３ ０
０． ０１２ ８
０． ０１２ ７
０． ０１４ ３
０． ０１４ ４
０． ０１５ ７
０． ０１２ ２

ＲＳＤ（％）
１． ２６
０． ９７
１． ０８
１． ２０
１． ２４
０． ９５
１． ５３
１． ２２
１． ０６
０． ９０
０． ８９
１． ８６
１． ９４

总含量
（ｍｇ ／ ｇ）
０． ０４３ ６
０． ０３８ ８
０． ０４１ ２
０． ０３９ ２
０． ０４４ ８
０． ０４３ ６
０． ０４４ ８
０． ０４３ ９
０． ０４２ ７
０． ０４８ ７
０． ０４８ ８
０． ０５２ ３
０． ０４４ ３

·研究·
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表２ 样品含量测定结果（ｎ ＝ ３）
贝母素甲 贝母素乙

３ 讨论
３． １ 分析条件选择及优化

贝母类生物碱为异甾类生物碱，文献报道的测定方
法有薄层扫描法、ＨＰＬＣ法、柱前衍生化ＨＰＬＣ法、柱前衍
生化气相色谱法犤 ３ 犦、近红外光谱法犤 ４ 犦、化学发光分析法
等犤５ 犦。由于贝母素甲无紫外吸收，贝母素乙仅有末端吸
收，不宜用紫外检测器检测，同时考虑到灵敏度及操作的
简便性，因此采用ＨＰＬＣ － ＥＬＳＤ法分析，效果较佳。

为了降低灵敏度损失，同时使流动相充分挥发，选择
不分流模式。在此基础上考察漂移管温度及载气流速，最
终确定漂移管温度７０ ℃，载气流速１． ４ Ｌ ／ ｍｉｎ。

２０１５年版《中国药典（一部）》浙贝母药材和复方黄
氏响声丸项下均采用ＨＰＬＣ － ＥＬＳＤ法测定贝母素甲和
贝母素乙的含量，试验中考察了流动相乙腈－水的比例
（７０ ∶ ３０，６５ ∶ ３５牘及二乙胺的加入量（０． ０３０％，０． ０３５％，
０． ０５０％）对结果的影响。结果显示，流动相为乙腈－水
（６５ ∶ ３５，Ｖ ／ Ｖ，含０． ０３５％二乙胺）时，待测成分分离良好犤１犦。
３． ２ 样品前处理方法优化 犤 １，６ －１５ 犦

以待测成分含量为指标，优化样品前处理方法。考
虑峰面积的适宜性，供试品的取样量选择５ ｇ，保持取样
量不变，考察浓氨水－乙醇（１ ∶ ２，Ｖ ／ Ｖ）混合液的用量
为２，３，５，１０，１５，２０ ｍＬ时的浸泡效果。结果显示，当用
量为２０ ｍＬ时色谱峰基线不稳，１０ ｍＬ和１５ ｍＬ的浸泡
效果均较佳，考虑到经济性，混合液用量选择１０ ｍＬ。分
别用超声和加热回流方式提取供试品溶液，结果两者提
取效果基本一致，超声提取更简便，故选择超声提取。比
较乙醚－氯仿－乙醇（５０ ∶ １６ ∶ ５，Ｖ ／ Ｖ ／ Ｖ）、三氯甲烷－
甲醇（４ ∶ １，Ｖ ／ Ｖ）和流动相为超声溶剂时的提取效果，
结果显示，用流动相处理的样品很黏稠，糖类物质被提
取出而影响测定，采用乙醚－氯仿－乙醇（５０ ∶ １６ ∶ ５，
Ｖ ／ Ｖ ／ Ｖ）作为超声溶剂，提取效果最佳，可满足测定要

求。考察超声提取溶剂量分别为１５，２５，５０ ｍＬ时的提取
效果，结果表明，加入混合提取液２５ ｍＬ即可将贝母素
甲、贝母素乙提取完全。设置超声时间为１５，３０，４５ ｍｉｎ，
考察提取效果，结果超声处理３０ ｍｉｎ即可将贝母素甲、
贝母素乙提取完全。比较乙腈、水、甲醇、流动相４种复
溶溶剂，结果显示，贝母素甲、贝母素乙在水中的溶解性
较差，水复溶样品未见出峰，用流动相溶解样品处理效
果最佳，可满足测定要求。

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、重复性均良好，可用于测定黄氏响声含片
中贝母素甲和贝母素乙的含量。
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