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·基本药物检定·

毛细管电泳法同时测定小儿清热止咳口服液中3种生物碱类成分的含量Δ
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摘 要 目的：建立同时测定小儿清热止咳口服液中盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱和盐酸甲基麻黄碱含量的方法。方法：采用毛细

管电泳法，内标为盐酸小檗碱。毛细管柱为未涂层弹性融硅石英毛细管柱，运行缓冲液为 40 mmol/L 四硼酸钠-15％甲醇（pH

9.96），分离电压为12 kV，进样方式为重力进样10 s（高度15 cm），检测波长为190 nm，温度为25 ℃，湿度为＜70％。结果：盐酸麻

黄碱、盐酸伪麻黄碱和盐酸甲基麻黄碱检测质量浓度分别在2.4～30、1.2～15、0.308～3.85 μg/ml范围内与各自峰面积积分值线性

关系良好；3种成分的平均加样回收率分别为96.3％、99.6％、97.6％，RSD分别为1.30％、1.76％、2.52％（n＝6）。结论：本方法操作

简便、快速，结果准确、可靠，可用于小儿清热止咳口服液的质量控制。
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泌尿系统、血液系统的影响，以便权衡利弊用药。

3.4 生脉注射液致ADR/ADE与原患疾病的关系

由表 4可知，2008－2011年相比 2004－2007年原患疾病

涉及循环系统、血液系统的ADR/ADE例数增加明显。生脉注

射液由于能够增强心肌收缩力，增加冠状动脉血流量，改善心

肌供血，调整心肌代谢，故常用于治疗冠心病[6]。由于冠心病

发病率逐渐升高，故生脉注射液用于治疗冠心病时发生的

ADR/ADE也逐年增多。生脉注射液致ADR/ADE可能与近年

来脑力工作者逐年增加，人们精神压力增大、睡眠不足、饮食

不合理等有关。建议对相关疾病患者在加强合理用药的同

时，应提醒其多注意劳逸结合，常补水，少食高热量食物，保证

充足睡眠。
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小儿清热止咳口服液是由麻黄、炒苦杏仁、石膏、甘草、黄

芩、板蓝根、北豆根7味药材制成的中药成方制剂，具有清热宣

肺、平喘、利咽之功效。其现行质量标准收载了采用高效液相

色谱（HPLC）法测定麻黄碱含量的方法[1]。有文献[2]曾报道采

用毛细管电泳（CE）法测定小儿清热止咳口服液中麻黄碱、黄

芩苷和甘草酸的含量，但同时测定其中盐酸麻黄碱、盐酸伪麻

黄碱、盐酸甲基麻黄碱含量的方法尚未见文献报道。麻黄为

方中君药，具有止嗽、定喘、祛痰的功效，而盐酸麻黄碱、盐酸

伪麻黄碱和盐酸甲基麻黄碱为其主要有效成分，故笔者采用

CE法建立了同时测定小儿清热止咳口服液中上述3种成分含

量的方法，以为更好地控制该制剂的质量提供依据。

1 材料
1.1 仪器

CL1030型高效 CE 仪（北京彩陆科学仪器有限公司）；

K-2501型紫外-可见检测器（德国Knauer公司）；HW-2000型色

谱工作站（南京千谱软件有限公司，2.17版）；ORION MODEL

828型 pH计（美国Orion公司）；KQ-400KDB型高功率数控超

声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司，工作频率：4.5 kHz±

5％，输出功率：400 W）。

1.2 药品与试剂

盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱、盐酸小檗碱对照品（中国食

品药品检定研究院，批号：171241-200506、171237-200304、

110713-200609）；盐酸甲基麻黄碱对照品（美国Sigma公司，百

分含量：98.8％）；小儿清热止咳口服液[太阳石（唐山）药业有

限公司，批号：101202、100804、100603，规格：每支10 ml]；甲醇

为色谱纯，四硼酸钠（汕头市光华化学厂，批号：20010515）及

其他试剂均为分析纯，水为二次蒸馏水。

2 方法与结果
2.1 溶液的制备

2.1.1 内标贮备液 精密称取盐酸小檗碱对照品适量，加甲

醇制成262 μg/ml的内标贮备液。

2.1.2 对照品溶液 分别精密称取盐酸麻黄碱对照品、盐酸

伪麻黄碱对照品和盐酸甲基麻黄碱对照品适量，加甲醇制成

三者质量浓度分别为120、60、15.4 μg/ml的对照品贮备液。分

别吸取一定量的对照品贮备液和 1.0 ml“2.1.1”项下内标贮备

液，加甲醇稀释成盐酸麻黄碱质量浓度为 12 μg/ml、盐酸伪麻

黄碱质量浓度为 6.0 μg/ml、盐酸甲基麻黄碱质量浓度为 1.54

μg/ml、盐酸小檗碱质量浓度为26.2 μg/ml的对照品溶液。

2.1.3 供试品溶液 精密量取小儿清热止咳口服液2 ml，置于

具塞锥形瓶中，精密加入无水乙醇8 ml，密塞，称定质量，超声

提取（功率：250 W，频率：40 kHz）30 min，放冷，再称定质量，用

无水乙醇补足减失的质量，摇匀，移至离心管以3 000 r/min离

心10 min，精密量取上层清液2 ml，置于10 ml量瓶中，精密加

入内标贮备液 1 ml，用 0.1 mol/L 盐酸-20％乙醇（1：1）稀释至

刻度，摇匀，经0.45 μm滤膜滤过，作为供试品溶液。

2.1.4 阴性对照溶液 取小儿清热止咳口服液处方组成中除

麻黄外的其余成分制成不含麻黄的阴性对照样品，按“2.1.3”

项下方法制备得阴性对照溶液。

2.1.5 运行缓冲液 精密称取四硼酸钠 1.91 g，置于 50 ml量

瓶中，加水溶解并稀释至刻度，摇匀，精密量取20 ml，置于另一

50 ml量瓶中，加入7.5 ml甲醇，用水稀释至刻度，摇匀，经0.45

μm滤膜滤过，作为运行缓冲液。

2.2 电泳条件

毛细管柱：未涂层弹性融硅石英毛细管柱（67 cm×75 μm

ID，有效长度：60 cm）；运行缓冲液：40 mmol/L四硼酸钠-15％

甲醇（pH 9.96）；分离电压：12 kV；进样方式：重力进样10 s（高

度15 cm）；检测波长：190 nm；温度：25 ℃，湿度：＜70％。毛细

管柱在使用前依次用 0.1 mol/L的NaOH溶液、二次蒸馏水各

冲洗 5 min，再用运行缓冲液冲洗 5 min，样品分析间隔用运行

缓冲液平衡2 min，运行每3 h更换一次缓冲液。在此条件下，

供试品、对照品、阴性对照色谱如图1所示。

2.3 线性关系考察

分别吸取一定量的对照品贮备液和1.0 ml内标贮备液，加

甲醇稀释成盐酸麻黄碱质量浓度分别为 2.4、4.8、9.6、12、18、

24、30 μg/ml，盐酸伪麻黄碱质量浓度分别为 1.2、2.4、4.8、6.0、

9.0、12、15 μg/ml，盐酸甲基麻黄碱质量浓度分别为 0.308、

0.616、1.232、1.54、2.31、3.08、3.85 μg/ml和盐酸小檗碱质量浓

度均为26.2 μg/ml的系列溶液，依次重力进样10s，每个浓度测

定 3次以上。以待测成分与内标物峰面积的比值（y）为纵坐

标，待测成分检测质量浓度（x）为横坐标，进行线性回归，得盐

酸麻黄碱回归方程为 y＝0.170 5x－0.117 2（r＝0.999 1），盐酸

伪麻黄碱回归方程为 y＝0.169 6x+0.036 9（r＝0.999 2），盐酸

甲基麻黄碱回归方程为 y＝0.125 6x+0.018 3（r＝0.996 0）。结

果表明，盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱、盐酸甲基麻黄碱检测质

量浓度分别在2.4～30、1.2～15、0.308～3.85 μg/ml范围内与各

自峰面积积分值呈良好的线性关系。

2.4 精密度试验

取质量浓度分别为12.0、6.0、1.54 μg/ml的盐酸麻黄碱、盐

酸伪麻黄碱、盐酸甲基麻黄碱对照品溶液适量，重力进样10 s，

图1 毛细管电泳色谱图
A.供试品；B.对照品；C.阴性对照；1.盐酸小檗碱；2.盐酸麻黄碱；3.盐酸

甲基麻黄碱；4.盐酸伪麻黄碱

Fig 1 CE chromatograms
A. test sample；B. subdtance control；C. negative control；1. berber-

ine hydrochloride；2. ephedrine hydrochloride；3. pseudoephedrine hy-

drochloride；4. methylephedrine hydrochloride
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连续测定5次，记录峰面积并计算RSD。结果，3种成分峰面积

的RSD分别为2.11％、1.21％、1.57％，表明仪器精密度良好。

2.5 稳定性试验

取供试品溶液（批号：101202）适量，在0、2、4、6、8、10、12 h

分别重力进样 10 s，记录峰面积并计算RSD。结果，3种成分

峰面积的RSD分别为3.04％、2.03％、2.82％，表明供试品溶液

在12 h内稳定。

2.6 重复性试验

取同一批号样品（批号：101202）适量，共6份，按“2.1.3”项

下方法制备供试品溶液并测定。结果，小儿清热止咳口服液

中含 3种成分的量平均依次为 0.231、0.163 mg/ml 和 33.4 μg/

ml，RSD分别为2.40％、3.00％、2.24％，表明方法重复性良好。

2.7 加样回收率试验

精密量取同一批号样品（批号：101202）适量，共6份，加入

一定量的盐酸麻黄碱、盐酸伪麻黄碱、盐酸甲基麻黄碱对照

品，按“2.1.3”项下方法处理并测定，计算加样回收率，结果见

表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝6）

成分

盐酸麻黄碱

盐酸伪麻黄碱

盐酸甲基麻黄碱

样品量，
ml

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0
1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0
1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

所含量，
mg

0.231

0.231

0.231

0.231

0.231

0.231
0.163

0.163

0.163

0.163

0.163

0.163
33.4

33.4

33.4

33.4

33.4

33.4

加入量，
mg

0.240

0.240

0.240

0.240

0.240

0.240
0.150

0.150

0.150

0.150

0.150

0.150
30.8

30.8

30.8

30.8

30.8

30.8

测得量，
mg

0.466

0.463

0.465

0.458

0.464

0.458
0.314

0.312

0.311

0.316

0.312

0.308
64.6

63.6

63.9

62.1

63.2

63.4

回收率，
％

97.8

96.6

97.3

94.6

96.9

94.7
100.9

99.5

98.9

102.1

99.6

96.5
101.4

98.1

99.0

93.2

96.8

97.3

平均回收率，
％

96.3

99.6

97.6

RSD，
％

1.30

1.76

2.52

2.8 样品含量测定

取不同批号的小儿清热止咳口服液样品适量，按“2.1.3”

项下方法处理后测定，记录峰面积，代入回归方程计算样品中

3种成分的含量，结果见表4。

表2 样品含量测定结果（n＝3）

Tab 2 Result of content determination of samples（n＝3）

样品批号

101202

100804

100603

含盐酸麻黄碱
的量，mg/ml

0.229

0.225

0.264

RSD，
％

1.11

1.63

0.88

含盐酸伪麻黄碱
的量，mg/ml

0.166

0.152

0.113

RSD，
％

2.27

1.26

2.74

含盐酸甲基麻黄碱
的量，μg/ml

33.6

35.6

28.1

RSD，
％

2.25

3.26

2.85

3 讨论
3.1 供试品提取条件的选择

有关麻黄碱类成分的提取方法文献[3]报道有半仿生法、水

煎煮法、温浸法、酸性乙醇回流法、超声法和水蒸气蒸馏法等，

本试验采用超声提取方法。总生物碱的提取中可用的溶剂有

水-有机溶剂、酸-有机溶剂、醇-有机溶剂、碱-有机溶剂等，根据

麻黄碱自身特点，现多采用前2种溶剂[4]。本试验同时考察了

氨水-三氯甲烷、盐酸-甲醇、无水乙醇作为提取溶剂，结果发

现，由于小儿清热止咳口服液含糖较多，如果提取溶剂中含有

水分，糖溶于水，样品中含有糖，会导致图谱杂质峰较多，待测

成分峰分离度不高。因此，用无水乙醇提取，离心除去不溶于

无水乙醇的糖类成分。实验同时还考查了超声提取时间对提

取效率的影响，结果显示提取时间越长，提取效率越高，但提

取时间达到 30 min后再延长提取时间，提取效率变化趋于平

缓，综合考虑，选取超声提取时间为30 min。

3.2 检测波长的选择

有关麻黄碱类成分含量测定的文献报道，检测波长大多

选在190 nm和210 nm附近。本试验在相同的电泳条件下，选

用190 nm和210 nm为检测波长分别进样，结果发现以190 nm

为检测波长时，3种成分的峰面积均明显偏大，灵敏度更高，因

此选用190 nm为检测波长。

3.3 内标物的选择

为克服CE法重复性差的缺点，笔者采用内标法定量。在

选择内标物时，需要考虑在待测成分检测波长处有较大的吸

收，曾选用在 190 nm处有吸收的盐酸巴马汀、盐酸小檗碱、盐

酸氯丙那林为内标物进行比较。结果，盐酸小檗碱出峰时间

与待测成分出峰时间接近，分离完全，在样品中无干扰，而且

峰形较好，因此选择盐酸小檗碱为内标物。

3.4 毛细管内径和长度的选择

比较75 μm和50 μm规格毛细管的分离效果，发现内径减

小，分离度增大，但灵敏度降低，出峰时间延长；内径增大，峰

高、峰面积也增大，检测灵敏度相应提高。因此，选用内径为

75 μm的毛细管电泳柱。随着毛细管有效长度变短，分离速度

加快，但分离场强变大，从而产生干扰也就越大，故优化毛细

管有效长度选用60 cm。

3.5 运行缓冲液的选择

本试验在文献[5-7]基础上分别考察了Tris-HCl、四硼酸钠、

四硼酸钠-甲醇、四硼酸钠-硼酸-乙醇等缓冲体系，结果显示四

硼酸钠-甲醇溶液分离效果较好。

本试验考察了不同浓度四硼酸钠（20、30、40、50、60 mmol/

L）对样品中各组分分离的影响：随着四硼酸钠浓度的增加分

离度提高，迁移速度变缓，组分间的分离度加大，但分析时间

变长；过高的四硼酸钠浓度还会导致电泳峰宽增加，不利于本

试验的定量；相反，过低的缓冲溶液浓度由于缓冲容量偏低，

不利于体系的pH值维持稳定，同时过短的迁移时间也会导致

组分的分离度达不到分析要求。综合考虑分离度、分离时间

和峰形，选择四硼酸钠的浓度为40 mmol/L。

此外，在缓冲液中加入有机添加剂可以提高选择性，增大

分离度，提高信噪比，改善峰形。本试验考察了 5％、10％、

15％、20％体积分数的甲醇，发现随甲醇体积分数增加分离度

增大，但出峰时间延迟且会出现拖尾。而本试验所选的内标

物盐酸小檗碱在甲醇体积分数小于15％时与样品中的杂质峰
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摘 要 目的：建立测定丁酸氢化可的松凝胶中丁酸氢化可的松含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Phenomen

C18柱，流动相为乙腈-0.5％醋酸水溶液（51 ∶ 49，V/V），检测波长为240 nm，流速为1.0 ml/min，柱温为25 ℃，进样量为20 μl，灵敏度

为1.0 AUFS。结果：丁酸氢化可的松的进样量在97.6～878.4 ng范围内与峰面积积分值呈良好的线性关系（r＝0.999 1）；平均回收

率为99.5％，RSD＝0.45％（n＝9）。结论：该方法简便、灵敏、准确，可用于丁酸氢化可的松凝胶的质量控制。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To develop a method for the content determination of hydrocortisone butyrate in Hydrocortisone butyr-

ate gel. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Phenomen C18 column with mobile phase

consisted of acetonitrile-0.5％ acetic acid（51 ∶ 49）at flow rate of 1.0 ml/min. The column temperature was 25 ℃ and injection vol-

ume was 20 μ l. The sensitivity of the sample was 1.0 AUFS. RESULTS：The linear range of hydrocortisone butyrate was

97.6-878.4 ng（r＝0.999 1）with an average recovery of 99.5％（RSD＝0.45％，n＝9）. CONCLUSION：The method is proven to

be simple，accurate and precise for the quality control of Hydrocortisone butyrate gel.
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没有完全分开。因此，选择甲醇的体积分数为15％。

3.6 电压的选择

在毛细管区带电泳中，迁移时间随工作电压的升高而缩

短，分离度下降。这是由于在高电压下，虽然电泳迁移速度和

电渗迁移速度均增大，但后者大于前者，从而使组分的总迁移

速度变大。但是如果电压过高，则焦耳热严重，使区带展开显

著，降低柱效和分离效率，而且还易在毛细管内形成气泡，使

分离无法进行[8]。实验考察了 8、10、12、15、20 kV分离电压下

的分离测定情况：随电压升高，电渗流速度加快，出峰时间明

显缩短，有利于加快分析速度；但分离电压过高，焦耳热增大，

会导致噪声大幅度增加并且导致分离度下降；而分离电压太

低，样品的迁移时间过长，峰形也会有所展宽。综合考虑分离

效果和迁移时间两方面，本实验选择分离电压为12 kV。

综上所述，本方法操作简便、快速，结果准确、可靠，可用

于小儿清热止咳口服液的质量控制
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