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高效液相色谱法测定感冒灵颗粒中咖啡因、阿司匹林
和非那西丁含量

刘彬果，叶盛英
（中国人民解放军第九八三医院，天津 ３００１４２）

摘要：目的 建立同时测定感冒灵颗粒中咖啡因、阿司匹林和非那西丁含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱采用 ＺｏｒｂａｘＳＢ－Ｃ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇 －０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾溶液（４０∶６０，Ｖ／Ｖ），检测波长为２６５ｎｍ，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温
为室温。结果 咖啡因、阿司匹林和非那西丁的进样量分别在 ０．３５～７．００μｇ（ｒ＝０．９９９９），１．０２５～２０．５００μｇ（ｒ＝０．９９９７），１．０２５～
２０．５１０μｇ（ｒ＝０．９９９９）范围内与峰面积线性关系良好；平均加样回收率分别为 ９９．１６％，９８．０８％，９８．２１％，ＲＳＤ分别为 ２．５９％，

２．６５％，２．２１％（ｎ＝６）。结论 该方法操作简便、灵敏，结果准确、可靠，可用于感冒灵颗粒的质量控制。
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感冒灵颗粒为中国人民解放军第九八三医院的自

制中西药复方制剂，临床应用多年，具有清热解毒功效，

用于治疗感冒发热，咽喉疼痛，头痛等，疗效确切。方中

蒲公英、败酱草清热解毒，为君药；金银藤、连翘、桔梗为

臣药。现有质量标准仅对中药成分进行定性鉴别，无含

量测定项犤１犦。为有效控制该制剂质量，本研究中建立了

同时测定咖啡因、阿司匹林及非那西丁含量的高效液相

色谱（ＨＰＬＣ）法犤２－３犦。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（美国安捷伦公

司），包括 ＯｐｅｎＬＡＢＣＤＳ色谱工作站；ＸＳ１０５型电子分
析天平（上海梅特勒 －托利多公司，精度为十万分之
一）；ＫＱ－５０Ｂ型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限
公司，功率为５０Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）。
１．２ 试药

阿司匹林对照品（批号为 １００１１３－２０１６０６），咖啡
因对照品（批号为 ２１８１８０７），非那西丁对照品（批号为

６２－４４－２），均购自中国食品药品检定研究院；甲醇为
色谱纯，水为超纯水牗自制），其他试剂均为分析纯；感冒
灵颗粒（中国人民解放军第九八三医院制剂室提供，批

号分别为１４２９０２１５，１５１００２１５，１５２２０２１５）。
２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＺｏｒｂａｘＳＢ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；

流动相：甲醇 －０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾溶液（４０∶６０，
Ｖ／Ｖ）；检测波长：２６５ｎｍ；进样量：１０μＬ；流速：
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：室温。
２．２ 溶液制备

对照品溶液：取阿司匹林对照品、非那西丁对照品及

咖啡因对照品适量，精密称定，加流动相制成含阿司匹林

２００μｇ／ｍＬ、非那西丁２００μｇ／ｍＬ、咖啡因７０μｇ／ｍＬ的
溶液，即得。

供试品溶液：取样品适量，研细，取 ０．３ｇ，精密称
定，置具塞锥形瓶中，精密加入５０ｍＬ流动相，再称定质
量，经超声处理（功率为２５０Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，
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１．咖啡因 ２．阿司匹林 ３．非那西丁

Ａ．咖啡因对照品溶液 Ｂ．阿司匹林对照品溶液 Ｃ．非那西丁对照品溶液 Ｄ．混合对照品溶液 Ｅ．供试品溶液 Ｆ．阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱图

放冷，再称定质量，然后用流动相补足减失的质量，摇

匀，滤过，取续滤液，即得。

阴性对照品溶液：按处方比例制备不含阿司匹林、

非那西丁和咖啡因的阴性样品，并按供试品溶液制备方

法制备阴性对照品溶液。

２．３ 方法学考察
专属性试验：分别吸取上述３种溶液，按拟订色谱

条件进样测定，记录色谱图。结果阴性对照品溶液与对

照品溶液相同保留时间处无对应峰出现，表明阴性对照

无干扰。详见图１。
线性关系考察：取咖啡因对照品 １７．５ｍｇ、阿司匹

林对照品５１．２５ｍｇ、非那西丁对照品５１．２８ｍｇ，精密称
定，置５０ｍＬ容量瓶中，流动相稀释至刻度，摇匀，作为
混合对照品贮备液。精密吸取１，２，４，５，６，８，１０，２０μＬ，
依次进样，按拟订色谱条件测定峰面积，以进样量（Ｘ）
为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，得回归
方程，Ｙ咖 ＝０．０４２２Ｘ咖 －０．５２６６６（ｒ＝０．９９９９），Ｙ阿 ＝
２．５６８５Ｘ阿 －４．２２５６（ｒ＝０．９９９７），Ｙ非 ＝２３．３７Ｘ非 ＋
４５．４９７（ｒ＝０．９９９９）。结果咖啡因、阿司匹林、非那西丁
进样量分别在 ０．３５～７．００μｇ，１．０２５～２０．５００μｇ，
１．０２５～２０．５１０μｇ（ｎ＝７）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，按拟订色谱

条件连续进样６次，测定，记录峰面积。结果阿司匹林、
咖啡因、非那西丁的 ＲＳＤ分别为 ２．４６％，２．６７％，
１．１３％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一批（批号为 １５１００２１５）样品适

量，依法制备供试品溶液，室温放置 ０，１，２，３，４，５，
７，１２ｈ时按拟订色谱条件进样测定。结果咖啡因、阿司
匹林和非那西丁的 ＲＳＤ分别为 １．７２％，２．５６％，
１．６３％牗ｎ＝６牘，表明供试品溶液在１２ｈ内稳定。

重复性试验：取同一批（批号为 １５１００２１５）样品 ６
份，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定，记

录色谱图。结果咖啡因、阿司匹林和非那西丁平均含量

的 ＲＳＤ分别为１．９７％，３．０１％，２．２６％（ｎ＝６），表明方
法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量的样品（批号为

１５１００２１５）０．３ｇ，共５份，精密称定，分别精密加入混合
对照品（咖啡因 ０．２５ｍｇ／ｍＬ，阿司匹林 １．０１６ｍｇ／ｍＬ，
非那西丁１．８１ｍｇ／ｍＬ）各５ｍＬ，精密加入流动相５０ｍＬ，
称定质量，超声处理（功率为 ２５０Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）
３０ｍｉｎ，放冷，再称定质量，用流动相补足减失的质量，
摇匀，滤过，取续滤液，即得。按拟订色谱条件进样测定，

记录峰面积，计算回收率。详见表１。
２．４ 样品含量测定

取３批样品适量，依法制备供试品溶液，按拟订色
谱条件进样测定，记录色谱图。计算３批样品中咖啡因、
阿司匹林、非那西丁的含量，结果见表２。
３ 讨论

３．１ 提取方法选择犤２－５犦

考察超声提取方法中所用的提取溶剂和提取时间

等因素，比较分别采用甲醇和流动相提取时的结果，发

现采用甲醇提取时，峰形拖尾，无法达到很好的分离效

果；当采用流动相进行提取时，提取完全，且峰形较好。
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１．２５

１．２５

１．２５

Ｂ

５．０８

５．０８

５．０８

５．０８

５．０８

５．０８３

Ｃ

９．０５

９．０５

９．０５

９．０５

９．０５

９．０５

Ａ

２．３５７

２．３０９

２．４２０

２．３６０

２．３３２

２．３４０

Ｂ

１１．１０

１０．７２

１１．１３

１０．９１

１１．０１

１０．９２

Ｃ

１３．８１

１３．４０

１４．０１

１３．７７

１３．５０

１３．７５

Ａ

１００．４８

９７．６０

１０３．０４

９９．６０

９５．５２

９８．７２

Ｂ

１０２．６３

９５．３１

９８．８２

９６．２６

９６．９７

９８．５１

Ｃ

１００．２２

９６．２１

１００．４３

９８．６０

９５．０２

９８．８０

Ａ

９９．１６

Ｂ

９８．０８

Ｃ

９８．２１

Ａ

２．５９

Ｂ

２．６５

Ｃ

２．２１

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

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

稿件查询专线 牗０２３牘８６５９２５６５外联发行 牗０２３牘８６５９２２５７牗传真牘

注：Ａ为咖啡因，Ｂ为阿司匹林，Ｃ为非那西丁。

表２ ３批样品含量测定结果（ｍｇ／ｇ）

批号

１４２９０２１５
１５１００２１５
１５２２０２１５

咖啡因

３．３７
３．４４
３．４３

阿司匹林

２１．４１
１９．８７
２０．６８

非那西丁

１４．８４
１５．９６
１６．１８

考察了不同提取时间（２０，３０，４０ｍｉｎ）的影响，结果表
明，超声提取３０ｍｉｎ，样品即可提取完全，故选择流动相
超声提取３０ｍｉｎ。
３．２ 检测波长选择

参考文献犤６－９犦，对３种成分在２２０～４００ｎｍ波长
范围进行了紫外光谱扫描，根据各成分的最大吸收值，

结果发现，当采用２６５ｎｍ作为检测波长时，３种成分均
有较好的紫外吸收，被测成分检测灵敏。

３．３ 流动相选择
参考文献犤１０－１３犦，比较了多种流动相体系，分别

采用了甲醇 －０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾溶液、冰醋酸 －
甲醇溶液（用乙二胺调节 ｐＨ３．７）、乙腈 －四氢呋喃－
冰醋酸 －水和甲醇 －水，当采用甲醇 －水、冰醋酸 －甲
醇溶液为流动相时，干扰严重，样品稳定性差，基线漂

移，无法达到分离要求；当选用甲醇 －０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸
二氢钾溶液和乙腈 －四氢呋喃 －冰醋酸 －水为流动相
时，可满足检测要求。对这２种流动相进行研究，综合考
察了样品的稳定性、分离度、峰形、出峰时间、峰形（对称

性）、理论板数等因素，最终选择甲醇 －０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷
酸二氢钾溶液为流动相，并对其不同比例进行研究，确

定甲醇－０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾溶液（４０∶６０，Ｖ／Ｖ）为
流动相。

３．４ 方法评价
该方法操作简单，结果可靠，重复性好，空白无干

扰，能同时测定咖啡因、阿司匹林、非那西丁的含量，可

用于感冒灵颗粒的质量控制。
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