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高效液相色谱法测定双料喉风散中靛蓝和靛玉红含量
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摘要：目的 建立同时测定双料喉风散中靛蓝和靛玉红含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱采用 ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＣ１８反相色谱柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇 －０．０２ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵（７５∶２５，Ｖ／Ｖ），柱温为３０℃，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２８９ｎｍ，
进样量为 １０μＬ。结果 靛蓝、靛玉红的质量浓度分别在 ４．５２～４５．２０μｇ／ｍＬ和 ０．４２６～４．２６０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良
好（ｒ＞０．９９９）；平均加样回收率分别为９８．８９％和９５．５５％，ＲＳＤ分别为１．１２％和１．２８％（ｎ＝９）。结论 该方法简便、准确、重复性好，

可用于双料喉风散的质量控制。
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双料喉风散是由人工牛黄、青黛、黄连、珍珠、山豆

根等９味中药组方的中药复方制剂，主要用于治疗肺胃
热毒炽盛所致咽喉肿痛、口腔糜烂、齿龈肿痛、鼻窦脓

肿、皮肤溃烂等症犤１犦，收载于《卫生部药品标准·中药成

方制剂（第十六册）》，现行质量标准中的检验项目有性

状、理化鉴别和散剂检查犤１－２犦，无具体成分的定量项，不

能客观地反映双料喉风散的质量。处方中青黛的主要活

性成分为靛蓝和靛玉红犤３犦，为其主要有效成分，故被选

为测定指标。本研究中参照文献犤４－６犦，建立了测定双
料喉风散中靛蓝和靛玉红含量的高效液相色谱法，该方

法操作简便、准确，专属性强，可有效控制该制剂质量。

现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ｗａｔｅｒｓ２６９５型高效液相色谱仪（美国沃特世公

司）；ＳａｒｔｏｒｉｕｓＢＰ２１１Ｄ型电子分析天平（十万分之一，德
国赛多利斯公司）；ＫＨ－７００ＤＥ型数控超声波清洗器
（７００Ｗ，４０ｋＨｚ，昆山禾创超声仪器有限公司）；超纯水
仪（Ｍｉｌｌｉ－Ｑ公司）。
１．２ 试药

靛蓝对照品（批号为 １１０７１６－２０１６１２，纯度为
９８．７％），靛玉红对照品（批号为１１０７１７－２０１８０５，纯度

为 ９９．６％），均购自中国食品药品检定研究院；双料喉
风散（市售，广东嘉应制药股份有限公司，批号分别为

２０１７０３０２，２０１７０４０６，２０１７１２０５，规格为 ２．２ｇ）；乙酸铵
为分析纯，甲醇和ＤＭＦ为色谱纯，水为超纯水。
２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＣ１８反相色谱柱（２５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇 －０．０２ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵
（７５∶２５，Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１０μＬ；柱
温：３０℃；检测波长：２８９ｎｍ。
２．２ 溶液制备

避光操作。称取靛玉红对照品 １０．６４ｍｇ，精密称
定，置 １００ｍＬ棕色容量瓶中，加 Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺
（ＤＭＦ）溶解并稀释至刻度，摇匀，精密量取 １０ｍＬ置
１００ｍＬ棕色容量瓶中。称取靛蓝对照品１１．３１ｍｇ，精密称
定，置同一容量瓶中，加 ＤＭＦ溶解并稀释至刻度，摇
匀，即得混合对照品溶液。取样品（批号为 ２０１７０４０６）
约０．５ｇ，精密称定，置２５ｍＬ棕色容量瓶中，加 ＤＭＦ适
量，超声处理２０ｍｉｎ，加ＤＭＦ稀释至刻度，摇匀，用微孔
滤膜（０．４５μｍ）滤过，取续滤液，即得供试品溶液。按
处方取缺青黛的阴性样品，按供试品溶液制备方法制

备阴性对照品溶液。
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１．靛蓝 ２．靛玉红

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液
图１ 双料喉风散高效液相色谱图

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

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝９）

注：Ａ为靛蓝，Ｂ为靛玉红。

２．３ 方法学考察
专属性试验：精密吸取２．２项下３种溶液各１０μＬ，

按拟订色谱条件进样测定。结果，供试品溶液色谱图中，

靛蓝色谱峰与相邻色谱峰达到了基线分离，阴性对照品

溶液在与靛蓝峰、靛玉红峰相同保留时间处无相应色谱

峰，阴性对照无干扰。结果见图１。
线性关系考察：精密量取２．２项下混合对照品溶液

１，２，４，５，６，８，１０ｍＬ，分别置 ２５ｍＬ棕色容量瓶中，加
ＤＭＦ稀释至刻度，摇匀。依次进样，记录色谱图，以对照
品质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标
进行线性回归，得回归方程，Ｙ靛蓝 ＝６０１８３Ｘ－２５１６８
（ｒ＝０．９９９９，ｎ＝７），Ｙ靛 玉 红 ＝６３１９１Ｘ－４４０４．２（ｒ＝
０．９９９７，ｎ＝７）。结果表明，靛蓝与靛玉红质量浓度分别
在 ４．５２～４５．２０μｇ／ｍＬ和 ０．４２６～４．２６０μｇ／ｍＬ范围
内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取 ２．２项下混合对照品溶液
１０μＬ，按拟订色谱条件连续进样测定。结果靛蓝和靛玉
红峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０．７１％和 ０．８６％（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２０１７０４０６），分
别于 ０，２，４，６，８，１０，１２ｈ时进样，记录色谱峰面积。结
果靛蓝和靛玉红峰面积的 ＲＳＤ分别为１．１２％，１．４３％
（ｎ＝７），表明供试品溶液在１２ｈ内稳定。

重复性试验：精密称取同一批（批号为 ２０１７０４０６）
样品，按２．２项下方法平行制备 ６份供试品溶液，按拟

订色谱条件进样测定峰面积，计算含量。结果靛蓝和靛玉

红的平均含量分别为１．１０９０ｍｇ／ｇ和０．１０２１ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ分
别为１．０４％和１．３６％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取同一批样品（批号为 ２０１７０４０６）
９份，分别置 ５０ｍＬ容量瓶中，每份 ０．５ｇ，精密称定，
３份１组，分别精密加入２．２项下混合对照品溶液４，５，
６ｍＬ。按供试品溶液制备方法制备溶液，进样测定，计算
回收率。结果见表１。
２．４ 样品含量测定

取３批样品，依法制备供试品溶液，精密吸取对照品
溶液和供试品溶液各１０μＬ进样测定，按拟订色谱条件测
定，用外标法计算样品中靛蓝和靛玉红含量。结果见表２。

３ 讨论

本研究中考察了氯仿、甲醇、ＤＭＦ作为提取溶剂，
超声提取、加热回流提取方法及 ２０，３０，４０ｍｉｎ超声提
取时间对结果的影响，结果表明，采用ＤＭＦ提取效率最
高，超声提取和回流提取所得靛蓝和靛玉红的含量接

近，超声提取的样品杂质峰相对较少，超声提取２０ｍｉｎ
后测定值达到稳定。因超声提取比回流提取更简便，故

本研究采用ＤＭＦ作为提取溶剂，超声提取２０ｍｉｎ。

表２ 双料喉风散中靛蓝和靛玉红的含量测定结果（ｍｇ／ｇ）

批号

２０１７０３０２
２０１７０４０６
２０１７１２０５

靛蓝

１．２０９４
１．１０９０
１．１２１９

靛玉红

０．１０２６
０．１０２１
０．１０１０
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