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高效液相色谱法测定人工牛黄甲硝唑胶囊中胆红素含量
李香荷，王 强，高燕霞，张 冬，郭 毅，张轶华
（河北省药品检验研究院，河北 石家庄 ０５００１１）

摘要：目的 建立测定人工牛黄甲硝唑胶囊中胆红素含量高效液相色谱牗ＨＰＬＣ牘法。方法 色谱柱采用 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８柱
（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈 －１％冰醋酸溶液（９５∶５），检测波长为４５３ｎｍ，柱温为３０℃，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为

５μＬ。结果 胆红素质量浓度在 ０．４４２～１１．０５μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９９）范围内与峰面积线性关系良好；平均回收率为 ９９．４５％，ＲＳＤ为

１．０２％（ｎ＝９）。结论 该法简便、精密度好、结果准确，可用于人工牛黄甲硝唑胶囊中胆红素的含量测定。
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人工牛黄甲硝唑胶囊主要用于治疗急性智齿冠周

炎、局部牙槽脓肿、牙髓炎、根尖周炎等，具有清热、解

毒、祛疾、定惊之功效犤１犦。牛黄是方中主药，胆红素含量

是评定人工牛黄其质量的重要指标。２０１５年版《中国药
典（一部）》犤１犦人工牛黄项下胆红素的测定方法为紫外－
可见分光光度法，以三氯甲烷为溶剂提取，毒性较大，且

紫外测定法易受其他药味的干扰，因此无法应用到牛黄

制剂中。而２０１５年版《中国药典（二部）》尚未收载人工
牛黄甲硝唑胶囊质量标准，国家药品标准犤２犦及文献犤３－７犦均

采用高效液相色谱法测定人工牛黄甲硝唑胶囊中胆红

素的含量，流动相为甲醇 －氯仿 －１％磷酸，流动相用
到氯仿，氯仿毒性较大，对液相色谱的 ＰＥＥＫ管有侵蚀
作用，且对色谱柱损伤较大。为此，本研究中参考文献

犤８－１３犦，通过试验优化了液相条件。现报道如下。
１ 仪器与试剂

仪器：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ
公司）；ＵＬＴＲＡＳＯＮＩＣＳＤ型超声波清洗器（北京中晟铭
科技有限公司）；ＭｅｔｔｅｒｌｅｒＸＳ２０５型电子分析天平（瑞士
梅特勒公司）。

试药：胆红素对照品（中国食品药品检定研究院，批

号为 １０００７７－２００８０５，含量为 ９８．５％，供含量测定
用）；人工牛黄甲硝唑胶囊（批号分别为 ３６６１３０２０１，

３６６１３０２０２，３６６１３０２０２，Ａ 企 业 ；批 号 分 别 为

Ｆ２０１３０３０１１，Ｆ２０１３０３０１２，Ｆ２０１３０３０１３，Ｂ企业），均为市
售品。乙腈（色谱纯，德国默克股份两合公司）；二氯甲烷

（分析纯，天津市大茂化学试剂厂）；冰醋酸（分析纯，国

药集团化学试剂有限公司）；水为重蒸水。

２ 方法与结果

２．１ 溶液制备
取胆红素对照品适量，精密称定，加二氯甲烷制成

含胆红素 ５．５３μｇ／ｍＬ的溶液，得对照品溶液。取本品
适量（约相当于人工牛黄 ２．５ｍｇ），精密称定，置 ２５ｍＬ
棕色容量瓶中，加二氯甲烷 ２０ｍＬ，冰浴超声 ２０ｍｉｎ使
溶解，用二氯甲烷定容，滤过，取续滤液作为供试品溶

液。按处方比例配制缺人工牛黄的阴性样品，按供试品

溶液方法制备阴性对照品溶液。

２．２ 色谱条件与系统适用性试验
色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８柱（１５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈－１％冰醋酸溶液（９５∶５）；
检测波长：４５３ｎｍ；柱温：３０℃；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进
样量：５μＬ。在此色谱条件下的色谱图见图１。理论板数
以胆红素峰计不低于２０００，阴性对照无干扰。
２．３ 方法学考察

线性关系考察：取胆红素对照品１１．２２ｍｇ，精密称
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表１ 胆红素加样回收试验结果（ｎ＝９）

样品含量（ｍｇ）

０．０３１３
０．０３１３
０．０３１３
０．０３１３
０．０３１３
０．０３１３
０．０３１３
０．０３１３
０．０３１３

加入量（ｍｇ）

０．０１２１
０．０１２１
０．０１２１
０．０３０２
０．０３０２
０．０３０２
０．０６０５
０．０６０５
０．０６０５

测得量（ｍｇ）

０．０４３１
０．０４３２
０．０４３３
０．０６１６
０．０６１７
０．０６１５
０．０９１９
０．０９１６
０．０９１３

回收率（％）

９７．５２
９８．３５
９９．１７
１００．３３
１００．６６
１００．００
１００．１７
９９．６７
９９．１７

Ｘ（％）

９９．４５

ＲＳＤ（％）

１．０２

表２ ６批人工牛黄中胆红素含量测定结果（ｎ＝３）

批号

３６６１３０２０１
３６６１３０２０２
３６６１３０２０３
Ｆ２０１３０３００１
Ｆ２０１３０３００２
Ｆ２０１３０３００３

胆红素含量（ｍｇ／粒）

０．０３１３
０．０３１２
０．０３１５
０．０２７２
０．０２７０
０．０２７５

ＲＳＤ（％）

１．５３
１．８１
１．６２
１．２３
１．５６
１．６０

１．胆红素

Ａ．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

定，置１００ｍＬ棕色容量瓶中，加二氯甲烷溶解并稀释至
刻度，摇匀，制成 １１０．５μｇ／ｍＬ对照品贮备液。精密量
取对照品贮备液 ０．１，０．５，１．０，１．５，２．０，２．５ｍＬ，分别
置２５ｍＬ棕色容量瓶中，加二氯甲烷定容，摇匀，按拟订
色谱条件分别进样，测定峰面积，以质量浓度（Ｃ，μｇ／ｍＬ）
为横坐标、峰面积（Ａ）为纵坐标绘制标准曲线，得回归
方程为 Ａ＝４．７×１０６Ｃ－５２１０（ｒ＝０．９９９９，ｎ＝６）。结果
表明，胆红素质量浓度在０．４４２～１１．０５μｇ／ｍＬ范围内
与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取 ２．１项下对照品溶液，按拟订色谱
条件连续重复进样６次，以峰面积计算。结果的 ＲＳＤ为
０．４０％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批（批号为３６６１３０２１０１）样品，
按 ２．１项下方法制备 ６份供试品溶液，按拟订色谱条
件分别进样，以峰面积计算。结果胆红素含量为每粒

０．０３１３ｍｇ，ＲＳＤ为０．５０％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
稳定性考察：取同一供试品溶液，室温放置，按拟订

色谱条件分别于 ０，２，４，６，８，１０，１２，２４ｈ时进样，记录
峰面积。结果的 ＲＳＤ为１．５４％牗ｎ＝８牘，表明供试品溶
液在２４ｈ内稳定性良好。

加样回收试验：精密称取已知含量同一批号（批号

为 ３６６１３０２０３）供试品 ９份，分别精密加入低、中、高 ３
种质量浓度的胆红素对照品溶液各３份，按供试品溶液
方法制备，同法测定，计算回收率。结果见表１。
２．４ 样品含量测定

按 ２．１项下方法制备供试品溶液，按拟订色谱条
件，对６批人工牛黄甲硝唑胶囊样品进行测定，计算胆
红素的含量。结果见表２。
３ 讨论

本试验溶剂体系下，在３００～６００ｎｍ波长范围内扫
描对照品溶液，结果在４５３ｎｍ波长处有最大吸收，与文
献犤１４犦报道结果相同，故确定检测波长为４５３ｎｍ。

文献犤３－７犦均采用高效液相色谱法测定人工牛黄
甲硝唑胶囊中胆红素的含量，流动相为甲醇－氯仿－１％
磷酸，流动相用到氯仿，氯仿毒性较大，对液相色谱的

ＰＥＥＫ管有侵蚀作用，且对色谱柱损伤较大，文献犤８，
１１－１３犦流动相为乙腈 －１％冰醋酸溶液（９５∶５），与本
研究一致，试验结果分离效果良好，且峰形对称性好，灵

敏度好，重现性、准确性好，满足分析方法要求，流动相

易得，毒性较小，对色谱柱性能影响很小。

文献犤３，１５犦报道的胆红素提取溶剂为氯仿，文献
犤４－７，８－１０，１２犦报道的胆红素提取溶剂除了氯仿和甲
醇，还用了盐酸、磷酸、草酸等作为解离剂。人工牛黄中

只含有脂溶性较强的游离胆红素，包括Ⅸａ，Ⅲａ和Ⅻａ３
种异构体，不溶于水，溶于二氯甲烷、三氯甲烷、苯和二

硫化碳等有机溶剂中，而天然牛黄中除了含游离胆红

素，还有结合胆红素和共价胆红素，需将后两者全部解

离为游离胆红素才能测定，多采用盐酸、磷酸、乙酸、草

酸等作为解离溶剂，以二氯甲烷、三氯甲烷、甲醇、二甲

基亚砜等作为提取溶剂。本试验中，人工牛黄中胆红素

为游离胆红素，故不必使用酸溶液作为解离剂，参考文
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