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ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

高效液相色谱法同时测定牙痛药水中丁香酚和胡椒碱含量

黄 华，许莺婷△，胡卫南，余小平
（浙江省衢州市食品药品检验研究院，浙江 衢州 ３２４００２）

摘要：目的 建立同时测定牙痛药水中丁香酚和胡椒碱含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法 色谱柱为Ｃ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相
为甲醇 －水（７２∶２８），检测波长为２８０ｎｍ，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃。结果 ２种待测成分分离度良好，阴性无干扰。丁香酚、胡
椒碱质量浓度线性范围分别为 ２５．４～２７９．８μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９６）和 １２．５～１３７．８μｇ／ｍＬ（ｒ＝１．００００）；平均回收率分别为 １００．５３％
和 ９８．９９％，ＲＳＤ分别为 ０．８２％和 ０．６７％（ｎ＝９）；丁香酚、胡椒碱含量范围分别为 ０．８５０～１．４３９ｍｇ／ｍＬ和 ０．２２７～０．６３２ｍｇ／ｍＬ。
结论 该方法操作简便、快速，结果准确，重复性好，可同时测定牙痛药水中丁香酚和胡椒碱的含量。
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表２ 样品含量测定结果（ｍｇ／ｇ，ｎ＝３）

批号

１９０４０５
１８０７２１
１８１２１５

原阿片碱

０．４４９
０．４９１
０．４７６

苯甲酰乌头原碱

０．０８６
０．１０３
０．０７８
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３ 讨论

３．１ 测定波长选择
取原阿片碱对照品，配制质量浓度为 １０．０μｇ／ｍＬ

的标准溶液，加７０％甲醇至刻度，摇匀，即得波长测试
溶液，依法配制苯甲酰乌头原碱波长测试溶液。开启紫外

可见分光光度计，在２００～４００ｎｍ波段对上述溶液分别
进行光谱扫描。结果原阿片碱和苯甲酰乌头原碱分别在

２３６ｎｍ和２９０ｎｍ波长处有最大吸收，为使２种待测成分
有较好的响应，本研究中选择２６４ｎｍ作为检测波长。
３．２ 提取溶剂选择

复方夏天无片中待测成分提取溶剂的选择是影响

检测结果准确度和基质干扰情况的重要因素。本研究中

分别考察了乙腈、甲醇、９５％甲醇、７０％甲醇作为提取溶
剂样品中原阿片碱和苯甲酰乌头原碱提取率的影响。结

果选择７０％甲醇作为提取溶剂时，２种待测成分提取率

高，且基质干扰小。

综上所述，该方法操作简便、准确、重复性好，可用

于同时测定复方夏天无片中原阿片碱和苯甲酰乌头原

碱的含量。
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图１ 高效液相色谱图
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牙痛药水收载于《卫生部药品标准·中药成方制剂

牗第二册牘》（标准编号为 ＷＳ３－Ｂ－２００９－９０），由荜茇、
高良姜、细辛、丁香、冰片组方，前３味药经６０％乙醇加
热回流提取，丁香用乙醇提取，合并后加甘油混合，加冰

片混匀，有止痛、杀菌、防蛀作用，主要用于风火牙痛、牙

龈红肿、虫蛀牙痛及一切神经牙痛。荜茇为方中君药，含

胡椒碱，丁香中含丁香酚，为本制剂的有效成分，原标准

中只测定乙醇量，有效成分测定均未涉及。液相法分别

测定牙痛药水中胡椒碱含量已有报道，但通过中国知网

查询，同时测定丁香酚和胡椒碱含量国内目前未见报

道。本研究中查阅文献犤１－１１犦，建立了同时测定丁香酚
和胡椒碱含量的高效液相色谱牗ＨＰＬＣ牘法。现报道如下。
１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ａｇｉｌｅｎｔ１２００型高效液相色谱仪牗美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公

司牘，包括真空脱气机（Ｇ１３２２Ａ），四元泵（Ｇ１３１１Ａ），自
动进样器（Ｇ１３２９Ａ），柱温箱（Ｇ１３１６Ａ），二极管阵列检
测 器 （ＤＡＤ）（Ｇ１３１５Ｄ），Ａｇｉｌｅｎｔ色 谱 工 作 站

（Ｒｅｖ．Ｂ．０３．０２Ｊａｎｕａｒｙ，２００８）；ＭｅｔｔｌｅｒＡＥ２４０型电子天
平（梅特勒公司，精密度为０．０１ｍｇ）；ＫＱ－２５０Ｂ型超声波
清洗器（昆山市超声仪器有限公司，２５０Ｗ，４０ｋＨｚ）；
ＵＶ２４５０型紫外分光光度计（日本岛津公司）。
１．２ 试药

甲醇为分析纯；水为纯化水；丁香酚对照品（批号

１１０７２５－２０１６１５，含量为９９．３％），胡椒碱对照品（批号
１１０７７５－２０１１０４，含量为 ９９．２％），均由中国食品药品
检定研究院提供；牙痛药水犤市购 ３批，规格均为每
瓶 ５ｍＬ牗批号为１７０８０２，成都迪康制药有限公司；批号
为１７０５０１，广西慧宝源制药有限公司；批号为 Ｇ１７０３４，
包头中药有限责任公司）犦；高良姜、细辛、冰片本地市
购，经我院宋剑锋主任中药师鉴定为正品。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＷａｔｅｒｓＳｕｎｆｉｒｅ－Ｃ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）；流动相：甲醇－水（７２∶２８，Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；

柱温：３０℃；进样量：５μＬ；检测器：ＤＡＤ检测器；检测波
长：２８０ｎｍ。
２．２ 溶液制备

混合对照品溶液：分别取丁香酚对照品 ２５ｍｇ、胡
椒碱对照品１２ｍｇ，精密称定，置同一５０ｍＬ容量瓶中，
加甲醇超声溶解并定容，摇匀，作为对照品贮备液。精密

量取５ｍＬ，置同一２５ｍＬ容量瓶中，甲醇至刻度，摇匀，
即得混合对照品溶液。

供试品溶液：取本品５支，混匀，精密量取２ｍＬ，置
２５ｍＬ容量瓶中，加甲醇适量，超声处理 １０ｍｉｎ，冷至室
温，在加甲醇稀释至刻度，摇匀，用 ０．４５μｍ的微孔滤
膜滤过，即得。

阴性对照品溶液：按其质量标准中处方比例、制法

制备不含荜茇、丁香的阴性样品溶液，按供试品溶液制

备方法制得。

２．３ 方法学考察
系统适用性试验：取上述 ３种溶液，按拟订色谱条

件，分别进样５μＬ，记录色谱图，见图１。可见，丁香酚的保
留时间（ｔ）为３．５ｍｉｎ，胡椒碱的保留时间（ｔ）为５．４ｍｉｎ，
阴性对照品溶液在丁香酚、胡椒碱出峰时间区域无干扰

峰出现，故对丁香酚、胡椒碱的测定无干扰作用。理论板

数以丁香酚计可达 ８０００以上，样品中丁香酚、胡椒碱
与相邻色谱峰的分离度满足测定要求。

线性关系考察：分别精密量取对照品贮备液 １．０，
３．０，５．０，７．０，９．０，１１．０ｍＬ，分别置２０ｍＬ容量瓶，加甲
醇稀释至刻度，摇匀，注入液相色谱仪，记录色谱图。以

丁香酚、胡椒碱质量浓度为横坐标（Ｘ）、峰面积为纵坐
标（Ｙ）进行线性回归，得回归方程 Ｙ丁 ＝５．００７Ｘ＋
２．７２１９，ｒ＝０．９９９６牗ｎ＝６牘和 Ｙ胡＝１２．８５８Ｘ＋７．１０１４，
ｒ＝１．００００牗ｎ＝６牘。结果表明，丁香酚和胡椒碱质量浓
度在２５．４～２７９．８μｇ／ｍＬ和１２．５～１３７．８μｇ／ｍＬ范围
内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取同一混合对照品溶液，重复进样 ５
次，以峰面积和保留时间考察进样精密度。结果丁香酚、

胡椒碱的峰面积值基本不变，ＲＳＤ分别为 １．４５％和
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Ａ
１．０１３
１．０１３
１．０１３
１．２６６
１．２６６
１．２６６
１．５２０
１．５２０
１．５２０

Ｂ
０．４８０
０．４８０
０．４８０
０．６００
０．６００
０．６００
０．７２０
０．７２０
０．７２０

Ａ
１．０１２
１．０００
１．０１５
１．２８２
１．２７８
１．２７７
１．５３０
１．５３２
１．５４１

Ｂ
０．４８１
０．４７８
０．４７７
０．５８９
０．５９３
０．５９２
０．７０７
０．７１１
０．７１４

Ａ
９９．９０
９８．７２
１００．２０
１０１．２６
１００．９５
１００．８７
１００．６６
１００．７９
１０１．３８

Ｂ
１００．２１
９９．５８
９９．３８
９８．１７
９８．８３
９８．６７
９８．１９
９８．７５
９９．１７

Ａ

１００．５３

Ｂ

９８．９９

Ａ

０．８２

Ｂ

０．６７

１７０５０１
Ｇ１７０３４
１７０８０２

含量（ｍｇ／ｍＬ）

０．８５０
０．８７３
１．４３９

ＲＳＤ（％）

０．８７
１．２０
０．６８

含量（ｍｇ／ｍＬ）

０．４７５
０．２２７
０．６３２

ＲＳＤ（％）

０．７３
０．５４
０．８４

表１ 加样回收试验结果牗ｎ＝９牘

注：Ａ为丁香酚，Ｂ为胡椒碱。

加入量牗ｇ／Ｌ牘 测得量牗ｇ／Ｌ牘 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

表２ 样品含量测定（ｎ＝３）

丁香酚 胡椒碱
批号

０．１２％，表明仪器精密度良好。
稳定性试验：精密量取同一供试品溶液，按拟订色

谱条件，分别于 ０，２，４，６，８，２０，２４ｈ时进样测定。结果
丁香酚、胡椒碱峰面积的 ＲＳＤ分别为０．７３％和１．０６％
（ｎ＝７），表明供试品溶液在常温下２４ｈ内稳定。

重复性试验：取样品（批号为 １７０８０２），分别按 ２．２
项下方法制备６份供试品溶液和混合对照品溶液，分别
精密量取５μＬ注入液相色谱仪，以外标法分别计算含
量。结果丁香酚、胡椒碱平均含量分别为１．４３９ｍｇ／ｍＬ
和０．６３２ｍｇ／ｍＬ，ＲＳＤ分别为０．６９％和０．８４％（ｎ＝６），
表明方法重复性良好。

加样回收试验：精密量取阴性样品溶液 ９份，每份
２ｍＬ，分别置２５ｍＬ容量瓶中，再分别精密加入对照品
贮备液 ４．０，５．０，６．０ｍＬ各 ３份，按 ２．２项下方法制备
供试液品和对照品溶液，分别进样，记录峰面积，按外标

法计算丁香酚、胡椒碱的回收率。结果见表１。

２．４ 样品含量测定
按２．２项下方法制备供试品溶液和对照品溶液，按

拟订色谱条件各精密量取 ５μＬ注入液相色谱仪，记录
峰面积，按外标法计算含量。结果见表２。

３ 讨论

３．１ 测定指标确定犤１犦

牙痛水中荜茇为君药，荜茇被收载在２０１５年版《中
国药典（一部）》，含量测定指标为胡椒碱；处方中丁香也

为 ２０１５年版《中国药典（一部）》收载品种，含量测定指

标为丁香酚，故本研究中将胡椒碱和丁香酚确定为牙痛

水中含量测定指标。

３．２ 测定波长选择
紫外最大吸收波长丁香酚为 ２８０ｎｍ，胡椒碱为

３４３ｎｍ，丁香酚在３４３ｎｍ波长处几乎无吸收，胡椒碱在
２８０ｎｍ波长处有吸收。综合考虑，选择 ２８０ｎｍ作为测
定波长。

３．３ 流动相选择
本研究中选用不同比例的甲醇水作为流动相，水比

例提高，主峰出峰推迟，胡椒碱峰变宽，对称度变差。最

终选择甲醇 －水牗７２∶２８，Ｖ／Ｖ牘为测定条件，此条件下
阴性对照品溶液在丁香酚、胡椒碱出峰时间区域无干扰

峰出现，对结果影响较小。水相 ｐＨ调高调低，对主峰出
峰时间无影响。

３．４ 样品测定浓度确定
样品浓度以 ２ｍＬ稀释至 ２５ｍＬ较合理，浓度太高

杂质对测定有干扰，易造成含量偏高。
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