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高效液相色谱法同时测定喉康散中靛蓝和靛玉红含量
李 玲，王婷婷，陈乃江

（江苏省连云港市食品药品检验检测中心，江苏 连云港 ２２２００６）
摘要：目的 建立同时测定喉康散中靛蓝和靛玉红含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＧｅｍｉｎｉＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ），流动相为甲醇－０．０５ｍｏｌ／Ｌ醋酸铵溶液（７５∶２５，Ｖ／Ｖ），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２８９ｎｍ，柱温为３０℃，进样量为１０μＬ。
结果 靛蓝和靛玉红质量浓度分别在 ５．６６４～５６．６４０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９９）和 ０．４２８８～４．２８８０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９２）范围内与峰面积
线性关系良好；靛蓝、靛玉红平均回收率分别为 ９６．２８％和９１．５５％，ＲＳＤ分别为 １．０６％和１．４３％（ｎ＝６）；精密度、重复性、稳定性试
验结果的 ＲＳＤ均低于２．００％。结论 该方法操作简便，结果准确可靠，专属性强，重复性和稳定性均较好，可用于同时测定喉康散中靛

蓝和靛玉红的含量。

关键词：高效液相色谱法；喉康散；靛蓝；靛玉红；含量测定
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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

１．ｉｎｄｉｇｏｔｉｎ ２．ｉｎｄｉｒｕｂｉｎ

Ａ．Ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

粉、珍珠层粉等１０味中药组方，用于治疗急、慢性咽炎，
喉炎，扁桃体炎，口腔溃疡等咽喉疾病犤１犦。方中，青黛味

咸，性寒，具有清热解毒、凉血消斑、泻火定惊等功效，主

要活性成分为脂溶性成分靛蓝和靛玉红犤２－５犦。由于市售

的青黛药材质量差异大，造假严重，伪劣品较多犤６犦。现有

质量标准中仅采用薄层色谱法对靛蓝和靛玉红进行定

性鉴别，缺乏对制剂中有效成分的含量测定犤１犦。本研究

中建立了同时测定喉康散中靛蓝和靛玉红含量的高效

液相色谱法，以改进现有质量评价方法，确保产品质量

可控。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５型高效液相色谱仪牗美国沃特世公
司牘，配有 Ｗａｔｅｒｓ２９９８光电二极管阵列牗ＰＤＡ牘检测器，
Ｅｍｐｏｗｅｒ色谱工作站；ＳａｒｔｏｒｉｕｓＢＰ２１１Ｄ型电子分析天
平（德国赛多利斯公司，精度为十万分之一）；ＫＨ－
７００ＤＥ型数控超声仪（昆山禾创超声仪器有限公司，功
率为７００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）。
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；喉康散
（市售，桂林葛仙翁药业有限公司，批号分别为１８０４０７，
１８１２１７，１９０１１２）；Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）和甲醇
均为色谱纯，水为超纯水，其他试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＧｅｍｉｎｉＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：甲醇－０．０５ｍｏＬ／Ｌ醋酸铵溶液（７５∶２５，
Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２８９ｎｍ；柱温：
３０℃；进样量：１０μＬ。取阴性对照品溶液、对照品溶液
和供试品溶液各 １０μＬ，按拟订色谱条件进样测定，理
论板数按靛蓝和靛玉红峰计均不低于 ３０００，拖尾因子
均不超过 １．５。色谱图见图１。可见，靛蓝与靛玉红及相

邻色谱峰均能完全分离，且阴性对照无干扰。

２．２ 溶液制备

取靛玉红对照品 ２１．４４ｍｇ，精密称定，置 １００ｍＬ
容量瓶中，加 ＤＭＦ适量，超声牗功率为 ７００Ｗ，频率为
４０ｋＨｚ牘使溶解，稀释至刻度，摇匀，作为靛玉红对照品贮
备液。取靛蓝对照品２８．３２ｍｇ，精密称定，置 ２００ｍＬ容
量瓶中，加 ＤＭＦ适量，超声使溶解，精密量取靛玉红
对照品贮备液１０ｍＬ，置同一２００ｍＬ容量瓶中，加ＤＭＦ
稀释至刻度，摇匀，作为混合对照品贮备液。精密量取

混合对照品贮备液 ５ｍＬ，置２５ｍＬ容量瓶中，用 ＤＭＦ
稀释至刻度，摇匀，即得靛蓝和靛玉红质量浓度分别为

２８．３２μｇ／ｍＬ和 ２．１４４μｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。取
样品粉末 ０．５ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入
ＤＭＦ５０ｍＬ，密塞，称定质量，超声提取３０ｍｉｎ，放冷，再
称定质量，用ＤＭＦ补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤
液，即得供试品溶液。按处方工艺制备不含青黛的阴性

样品，按供试品溶液制备方法制备阴性对照品溶液。

２．３ 方法学考察

线性关系考察：分别精密吸取２．２项下混合对照品
贮备液 １，２，４，５，６，８，１０ｍＬ，分别置 ２５ｍＬ容量瓶中，
加 ＤＭＦ稀释至刻度，摇匀，即得系列混合对照品溶液。
取上述溶液分别进样测定，以质量浓度（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蓝 ＝５．７８５６×１０４Ｘ蓝 －５．０４８８×１０４，ｒ＝０．９９９９
牗ｎ＝７牘；Ｙ红＝６．３６５７×１０４Ｘ红－６．３９１×１０３，ｒ＝０．９９９２
牗ｎ＝７牘。结果表明，靛蓝与靛玉红质量浓度分别在
５．６６４～５６．６４０μｇ／ｍＬ和 ０．４２８８～４．２８８０μｇ／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适
量，按 ２．１项下色谱条件连续进样６次。结果靛蓝和靛
玉红峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０．３５％和 ０．６８％（ｎ＝６），
表明仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批（批号为 １８１２１７）样品，按
２．２项下方法平行制备６份供试品溶液，按２．１项下色

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ



６７

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年１２月５日 第３０卷第２３期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．２３牞Ｄｅｃｅｍｂｅｒ５牞２０２１

０．２５２３
０．２５０８
０．２５１１
０．２５３２
０．２５２６
０．２４９８

Ａ
０．７０１４
０．６９７２
０．６９８１
０．７０３９
０．７０２２
０．６９４４

Ｂ
０．０５４７５
０．０５４４２
０．０５４４９
０．０５４９４
０．０５４８１
０．０５４２１

Ａ
０．６９８８
０．６９８８
０．６９８８
０．６９８８
０．６９８８
０．６９８８

Ｂ
０．０５３３９
０．０５３３９
０．０５３３９
０．０５３３９
０．０５３３９
０．０５３３９

Ａ
１．３６５３
１．３７６８
１．３６４１
１．３８４２
１．３７２２
１．３７１６

Ｂ
０．１０３４
０．１０４５
０．１０３６
０．１０３３
０．１０２９
０．１０３２

Ａ
９５．０１
９７．２５
９５．３１
９７．３５
９５．８８
９６．９１

Ｂ
９１．１２
９３．８０
９１．９８
９０．５８
９０．０７
９１．７６

Ａ

９６．２８

Ｂ

９１．５５

Ａ

１．０６

Ｂ

１．４３

注：Ａ为靛蓝，Ｂ为靛玉红。
Ｎｏｔｅ：Ａｉｓｉｎｄｉｇｏｔｉｎ，ａｎｄＢｉｓｉｎｄｉｒｕｂｉｎ．

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

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝６）
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谱条件进样测定，依法计算含量。结果靛蓝和靛玉红含

量的 ＲＳＤ分别为 ０．７８％和 １．１４％（ｎ＝６），表明方法
重复性良好。

稳定性试验：取同一批（批号为１８１２１７）样品，依法
制备供试品溶液，分别于室温下放置 ０，２，４，８，１２，１８，
２４ｈ时进样测定，记录色谱图。结果靛蓝和靛玉红峰面
积的 ＲＳＤ分别为 １．１２％和 １．８６％（ｎ＝７），表明供试
品溶液在２４ｈ内稳定性良好。

加样回收试验：取已知含量的同一批（批号为

１８１２１７）样品 ０．２５ｇ，精密称定，共 ６份，分别置具塞锥
形瓶中，精密加入２．２项下混合对照品贮备液５ｍＬ，依
法制备供试品溶液。按２．１项下色谱条件依法进样测定
靛蓝和靛玉红的含量，计算加样回收率。结果见表１。
２．４ 样品含量测定

取 ３批（批号分别为 １８０４０７，１８１２１７，１９０１１２）样
品，依法制备供试品溶液，按２．１项下色谱条件进样测
定，并按外标法计算样品中各成分的含量。结果 ３批样
品中靛蓝的含量分别为２．８１，２．７８，２．８９ｍｇ／ｇ，靛玉红
的含量分别为０．２２５，０．２１７，０．２３２ｍｇ／ｇ。
３ 讨论

３．１ 流动相选择

采用高效液相色谱法测定靛蓝和靛玉红的含量，以

待测色谱峰的峰形和与其他色谱峰的分离度作为考察

指标，曾考察不同流动相牗甲醇 －水、乙腈 －水、甲醇 －
醋酸铵体系、乙腈－醋酸铵体系、甲醇－磷酸盐缓冲液、
乙腈－磷酸盐缓冲液牘，发现以甲醇 －０．０５ｍｏＬ／Ｌ醋
酸铵溶液为流动相时，可满足靛蓝与靛玉红的分离要

求，且峰形好、柱效高。

３．２ 样品前处理过程选择

靛蓝和靛玉红均为脂溶性成分，分别比较了甲醇、

乙醇、三氯甲烷、ＤＭＦ及乙酸乙酯对样品的提取效果。
结果表明，ＤＭＦ提取效率最好，最终确定以 ＤＭＦ作为
提取溶剂。曾考察提取方法，比较了超声提取法和回流

提取法及在不同超声时间时对样品的提取效果，发现超

声提取法易于操作，简便快捷，提取效果好。故最终确定

以超声提取３０ｍｉｎ作为提取条件。
３．３ 检测波长选择

通过ＰＤＡ进行全波长光谱扫描，测得靛蓝于２８５ｎｍ
波长处有最大吸收，靛玉红于 ２８９ｎｍ波长处有最大吸
收，由于样品中靛蓝与靛玉红含量相差较大，靛玉红的

峰面积远小于靛蓝的峰面积。故选择靛玉红的最大吸收

波长２８９ｎｍ作为２种成分的共同检测波长。
３．４ 样品含量测定结果分析

２０１５年版《中国药典（一部）》中规定青黛药材中靛
蓝含量不得少于 ２．０％，靛玉红含量不得少于 ０．１３％。
按照喉康散的质量标准 犤１犦，方中青黛药材占比为

１０．４２％，按处方比例，计算制剂中靛蓝的理论含量应不
低于 ０．２０８％（即 ２．０８ｍｇ／ｇ），靛玉红的含量应不低于
０．０１３５％（即０．１３５ｍｇ／ｇ）。结果表明，同一生产企业不
同批号样品中靛蓝与靛玉红的含量基本一致，且含量均

符合药典要求。

３．５ 方法评价

本研究中建立的方法操作简便，结果准确可靠，专属

性强，稳定性和重复性均较好，可用于同时测定喉康散中

靛蓝和靛玉红的含量。
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