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高效液相色谱法测定小儿生血糖浆中尿囊素含量*
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摘要：目的 建立测定小儿生血糖浆中尿囊素含量的高效液相色谱法。方法 采用二极管阵列检测器，色谱柱为 Waters XBridge
Amide柱（250 mm × 4. 6 mm，5 µm），流动相为乙腈 -水（梯度洗脱），流速为 1. 0 mL / min，检测波长为 191 nm，柱温为 30 ℃，进样量为

10 µL。结果 尿囊素质量浓度在 18. 03～288. 50 µg / mL范围内与峰面积线性关系良好（r = 0. 999 9，n = 5）；精密度、稳定性、重复性试

验的 RSD 均小于 2. 0%（n = 6）；平均加样回收率为 99. 70%，RSD 为 1. 40%（n = 9）。样品中尿囊素平均含量为 0. 27 mg / mL。结论 该

方法操作简便、结果准确，可用于小儿生血糖浆中尿囊素的含量测定。
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Content Determination of Allantoin in Xiaoer Shengxue Syrup by HPLC
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AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography （HPLC） method for the content determination of
allantoin in Xiaoer Shengxue Syrup. Methods A diode array detector was adopted. The chromatographic column was Waters
XBridge Amide column（250 mm × 4. 6 mm，5 µm），the mobile phase was acetonitrile - water（gradient elution），the flow rate was
1. 0 mL / min，the detection wavelength was 191 nm，the column temperature was 30 ℃，and the injection volume was 10 µL.
Results The linear range of allantoin was 18. 03 - 288. 50 µg / mL （r = 0. 999 9，n = 5）. The RSDs of precision，stability and
repeatability tests were lower than 2. 0%（n = 6）. The average recovery of allantoin was 99. 70% with an RSD of 1. 40%（n = 9）.
The average content of allantoin in the sample was 0. 27 mg / mL. Conclusion The method is simple and accurate，which can be
used for the content determination of allantoin in Xiaoer Shengxue Syrup.
Key wordsKey words：：HPLC；Xiaoer Shengxue Syrup；allantoin；content determination
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贫血对儿童的健康成长有一定影响，中医药治疗

小儿贫血效果较好［1 - 2］。小儿生血糖浆治疗小儿缺铁

性贫血及营养不良性贫血起效更迅速，药品不良反应

发生率低，且口感较好，更易被儿童接受［3 - 7］。小儿生

血糖浆由山药、大枣、熟地黄、硫酸亚铁等制成，目前

国内共有 8个批准文号，现行药品标准［8］含量测定项

下山药［以尿囊素（C4H6N4O3）计［9］］的含量测定操作烦

琐、费时，专属性及重复性差。本研究中建立了测定小

儿生血糖浆中尿囊素含量的高效液相色谱（HPLC）法。

现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

UltiMate3000 型高效液相色谱仪（美国 Thermo
Fisher Scientific公司），配有 Chromeleon7. 2工作站，二

极管阵列（DAD）检测器；Agilent1260型高效液相色谱

仪（美国Agilent公司），配有DAD检测器；MS105型电子

天平（梅特勒 -托利多仪器 <上海 >有限公司，精度为

十万分之一）；KQ - 700 VDB型超声波清洗器（昆山市

超声仪器有限公司，功率为700 W，频率为100 kHz）。

1. 2 试药

小儿生血糖浆（西安润泰药业有限公司，批号分别

为 2018901，2018902，20181203）；尿囊素对照品（中国

食品药品检定研究院，批号为 111501 - 200202）；甲醇

（分析纯，国药集团化学试剂有限公司）；乙腈（色谱纯，

德国Merck公司）；超纯水（实验室自制）。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Waters XBridge Amide柱（250 mm × 4. 6 mm，
5 µm）；流动相：乙腈（A）-水（B），梯度洗脱（0～21. 0 min
时 94%A，21. 0～21. 5 min 时 94%A → 80%A，21. 5～
28. 0 min时 80%A，28. 0～28. 5 min时 80%A → 94%A，
28. 5～35. 0 min时 94%A）；流速：1. 0 mL / min；检测波

长：191 nm；柱温：30 ℃；进样量：10 µL。理论板数按尿

囊素峰计应不低于4 000。
2. 2 溶液制备

取尿囊素对照品 36. 06 mg，精密称定，置 10 mL容
量瓶中，用甲醇定容，即得每 1 mL含 3. 606 mg的对照

品贮备液。精密吸取对照品贮备液 1 mL，置 100 mL容

量瓶中，用甲醇定容，摇匀，即得每 1 mL含 36. 06 µg的
对照品溶液。精密量取样品 5 mL，置 25 mL容量瓶中，

加甲醇适量，超声处理（功率为 250 W，频率为 40 kHz）
15 min，放至室温，用甲醇定容，摇匀，滤过，取续滤液，

即得供试品溶液。按现行药品标准［8］制备不含山药的

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［10 - 11］

专属性试验：精密吸取 2. 2项下对照品溶液、供试

品溶液、阴性对照品溶液各适量，按 2. 1项下色谱条件

进样测定，结果分离度大于 1. 5，尿囊素峰理论板数超

过4 000，阴性对照无干扰。色谱图见图1。
线性关系考察：精密吸取 2. 2项下尿囊素对照品溶

液（质量浓度为 3. 606 mg / mL）适量，加甲醇稀释成质

量浓度分别为18. 03，36. 06，72. 12，144. 2，288. 50 µg / mL
的系列对照品溶液，以尿囊素质量浓度（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 = 0. 327 7 X + 1. 073 7，r = 0. 999 9（n = 5）。结果表

明，尿囊素质量浓度在 18. 03～ 288. 50 µg / mL范围内

与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取尿囊素对照品溶液（质量浓

度为 36. 06 µg / mL）适量，按 2. 1项下色谱条件进样测

定 6次。结果保留时间和峰面积积分值的 RSD分别为

0. 13%和1. 72%（n = 6），表明仪器精密度良好。

重复性试验：取样品（批号为 2018902）适量，依法

制备供试品溶液，共 6份，按 2. 1项下色谱条件进样测

定。结果的 RSD为 1. 20%（n = 6），表明方法重复性

良好。

稳定性试验：取样品（批号为 2018902）适量，依法

制备供试品溶液，分别于制备后 0，3，8，13，18，24 h时
按 2. 1项下色谱条件进样测定。结果峰面积的 RSD为

0. 80%（n = 6），表明供试品溶液在24 h内稳定性良好。

加样回收试验：精密量取样品（批号为 2018902，质
量浓度为 0. 290 4 mg / mL）5 mL，共 9份，分别置 25 mL
容量瓶中，按 50%，100%，150%比例分别加入尿囊素对

照品溶液（质量浓度为 0. 288 5 µg / mL），各 3份，依法

制备供试品溶液，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录

峰面积，并按外标法计算含量。结果见表1。
耐用性试验：在 2. 1项下色谱条件基础上，通过改

变色谱柱（Waters XBridge Amide柱、Welch XB - NH2柱、

Agela Innoval Durashell NH2柱）、流动相（低组分流动

相比例变化 ± 5%）、柱温［（30 ± 5）℃］、流速［（1. 0 ±
0. 2）mL / min］、检测波长［（191 ± 2）nm］，考察方法耐用

性。结果不同色谱条件下样品测定含量与拟订方法测

定含量的RSD均不超过3. 60%，表明方法耐用性良好。

2. 4 样品含量测定

取 3批（批号分别为 2018901，2018902，2018203）样

品，按 2. 2项下方法制备供试品溶液，按 2. 1项下色谱

条件进样测定，记录峰面积，并按外标法计算含量。结果

每 1 mL样品中尿囊素含量分别为 0. 22，0. 29，0. 30 mg，
平均为0. 27 mg。
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表1 加样回收试验结果（n = 9）
Tab. 1 Results of the recovery test（n = 9）

样品含量（mg / mL）
0. 290 4
0. 290 4
0. 290 4
0. 290 4
0. 290 4
0. 290 4
0. 290 4
0. 290 4
0. 290 4

加入量（mg / mL）
0. 144 2
0. 144 2
0. 144 2
0. 288 5
0. 288 5
0. 288 5
0. 432 7
0. 432 7
0. 432 7

测得量（mg / mL）
0. 436 7
0. 431 7
0. 430 6
0. 582 2
0. 578 6
0. 580 6
0. 723 8
0. 719 6
0. 721 6

回收率（%）

101. 46
97. 99
97. 23
101. 14
99. 90
100. 59
100. 16
99. 19
99. 65

X（%）

99. 70

RSD（%）

1. 40

3 讨论

3. 1 前处理方法改进

原标准［8］含量测定项下尿囊素测定方法先用乙醇

提取、离心、上清液浓缩、冷藏、浓缩，再重复提取 1次，

用水定容。操作烦琐、费时，且提取效果和方法重复性

均较差。现修订方法采用甲醇超声提取，极大地简化了

提取步骤，操作简单、省时，方法重复性好。

3. 2 色谱方法改进

原标准［8］高效液相色谱分析采用十八烷基硅烷键

合硅胶为填充剂的反向色谱柱，该类型色谱柱对尿囊

素类极性较大物质的保留能力很弱，导致尿囊素出峰

时间过早，无法与制剂中的干扰物质完全分离，专属性

较差，无法满足分析要求；检测波长为 201 nm，并非尿

囊素色谱峰的最大吸收波长，灵敏度有待提高。现修订

方法采用以丙基酰胺键合硅胶为填充剂的正向色谱

柱，对极性物质选择性更强，保留能力和专属性均增

强，采用乙腈 -水（94∶6，V / V）为初始流动相进行目标组

分的分离，后用乙腈 -水（80∶20，V / V）洗脱保留更强的

杂质峰，有效节省了分析时间；更换检测波长为191 nm，
更接近尿囊素的最大吸收波长，提高了检测灵敏度，达

到了分析要求。

3. 3 方法评价

本研究中建立的方法操作简便、结果准确，可用于

小儿生血糖浆中尿囊素的含量测定，为其质量控制提

供技术支撑。
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