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安神补脑液是由鹿茸、制何首乌、淫羊藿提取物及

维生素B1等加入单糖浆/蔗糖溶液/果糖溶液及防腐剂制

成的复方中药制剂，具有生精补髓、益气养血、强脑安神

的功效；可用于肾精不足、气血两亏所致的头晕、乏力、健

忘、失眠等症的治疗[1]。该制剂收载于2015年版《中国药

典》（一部），现行标准只对处方中部分药味进行了鉴别

或含量的测定，但对其中的防腐剂尚未作出规定 [1]。安

神补脑液中所用的防腐剂为常用化学防腐剂——苯甲

酸和羟苯乙酯。过量使用苯甲酸不仅破坏维生素B1、影

响人体对钙的吸收、刺激胃肠道、损坏神经系统，而且还

会对人体肝脏造成危害，具有致癌性、细胞毒性[2-3]；过量

使用羟苯乙酯会产生变态反应以及类激素作用[4]。为保

证患者的用药安全，笔者参考相关文献[5-7]，采用高效液

相色谱法（HPLC）建立了测定该制剂中防腐剂含量的方

法，以期为完善该制剂的质量标准提供参考。

1 材料
1.1 仪器

1260型HPLC仪、包括G4212B二极管阵列检测器、

G1329B 自动进样器、Aglient 色谱工作站（美国 Agilent

公司）；XS105DU 型电子分析天平（瑞士 Mettler-Toledo

公司）；Milli-Q A10型超纯水仪（美国Millipore公司）

1.2 药品与试剂

安神补脑液（吉林敖东延边药业股份有限公司，批

号：1512026、1604211、1604213、1606214、1609020，规

格：10 mL/支）；苯甲酸对照品（批号：100419-201202，纯

度：100％）、羟苯乙酯对照品（批号：00847-201102，纯

度：99.9％）均购自中国食品药品检定研究院；乙睛、甲醇

和磷酸为色谱纯，水为纯化水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Agilent Zorbax SB-C18（250 mm×4.6 mm，5
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摘 要 目的：建立测定安神补脑液中防腐剂含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Agilent Zorbax SB-C18，流动相

为乙腈-0.05％磷酸溶液（梯度洗脱），流速为1.0 mL/min，检测波长为236 nm，柱温为30 ℃，进样量为10 μL。结果：苯甲酸和羟苯

乙酯检测质量浓度线性范围分别为 12.85～128.54 µg/mL（r＝0.999 9）、4.05～40.48 µg/mL（r＝0.999 8）；定量限分别为 0.514、

1.012 μg/mL，检测限分别为 0.171、0.353 μg/mL；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD＜1.0％；加样回收率分别为 99.38％～

100.21％（RSD＝0.31％，n＝6）、97.96％～100.72％（RSD＝0.91％，n＝6）。结论：该方法操作简单、结果准确，可用于安神补脑液

中防腐剂的含量测定。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of antiseptics in Anshen bunao oral liquid. METHODS：

HPLC method was adopted. The determination was performed on Agilent Zorbax SB-C18 column with mobile phase consisted of ace-

tonitrile-0.05％ phosphorice acid solution（gradient elution）at the flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelength was set at

236 nm，and column temperature was 30 ℃. The injection volume was 10 μL. RESULTS：The linear range of benzoic acid and eth-

ylparaben were 12.85-128.54 µg/mL（r＝0.999 9）and 4.05-40.48 µg/mL（r＝0.999 8），respectively. The limits of quantitation were

0.514，1.012 μg/mL. The limits of detection were 0.171，0.353 μg/mL. RSDs of precision，stability and reproducibility tests were

all lower than 1.0％. The recoveries were 99.38％-100.21％（RSD＝0.31％，n＝6），97.96％-100.72％（RSD＝0.91％，n＝6）. CON-

CLUSIONS：The method is simple and accurate，and can be used for content determination of antiseptics in Anshen bunao oral liq-

uid.
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μm）；流动相：乙腈（A）-0.05％磷酸溶液（B），梯度洗脱

（0～5 min，16％→20％A；5～25 min，20％→85％A）；流

速：1.0 mL/min；检测波长：236 nm；柱温：30 ℃；进样量：

10 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 精密称取苯甲酸对照品24.10

mg 和羟苯乙酯对照品 15.18 mg，分别加甲醇制成每 1

mL含苯甲酸482.0 μg、羟苯乙酯303.6 μg的单一对照品

贮备液。精密吸取上述两种单一对照品贮备液各适

量，加甲醇制成每 1 mL 含苯甲酸 64.27 μg、羟苯乙酯

20.24 μg的混合对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 精密量取样品2 mL，置于50 mL量

瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，经 0.45 μm微孔滤膜滤

过，取续滤液，即得。

2.2.3 阴性对照溶液 按样品的处方比例和制备工艺

制备无防腐剂的样品，再按“2.2.2”项下方法制备阴性对

照溶液。

2.3 系统适用性试验

取“2.2”项下混合对照品溶液、供试品溶液和阴性对

照溶液各适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色

谱，详见图 1。由图 1可知，各待测成分均能达到基线

分离，分离度均＞1.5；理论板数以苯甲酸峰计为 109

061，以羟苯乙酯峰计为192 418；保留时间分别为12.93、

15.97 min。结果表明，其他成分对测定无干扰。

2.4 线性关系考察

取“2.2.1”项下混合对照品溶液 0.1、0.2、0.5、1、2

mL，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以苯

甲酸和羟苯乙酯质量浓度（x，μg/mL）为横坐标、峰面积

（y）为纵坐标进行线性回归，得苯甲酸回归方程为 y＝

40.058 4x－0.045 6（r＝0.999 9）、羟苯乙酯回归方程为

y＝19.196 5x+0.036 3（r＝0.999 8）。结果表明，苯甲酸

和羟苯乙酯检测质量浓度线性范围分别为 12.85～

128.54、4.05～40.48 μg/mL。

2.5 定量限（LOQ）与检测限（LOD）考察

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，倍比稀释，按

“2.1”项下色谱条件连续进样测定6次，记录峰面积。当

信噪比为 10 ∶ 1 时，得 LOQ；当信噪比为 3 ∶ 1 时，得

LOD。结果，苯甲酸和羟苯乙酯的 LOQ 分别为 0.514、

1.012 μg/mL，LOD分别为0.171 、0.353 μg/mL。

2.6 精密度试验

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，按“2.1”项下色

谱条件连续进样测定6次，记录峰面积。结果，苯甲酸和

羟苯乙酯峰面积的 RSD 分别为 0.15％、0.17％（n＝6），

表明仪器精密度良好。

2.7 稳定性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：1512026）适量，分

别于室温下放置 0、2、4、8、12、18、30 h时按“2.1”项下色

谱条件进样测定，记录峰面积。结果，苯甲酸和羟苯乙

酯峰面积的 RSD 分别为 0.17％、0.47％（n＝7），表明供

试品溶液在室温下放置30 h内稳定性良好。

2.8 重复性试验

取样品（批号：1512026）适量，按“2.2.2”项下方法制

备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录

峰面积并计算样品含量。结果，苯甲酸和羟苯乙酯含量

的平均值分别为 0.188％、0.046％，RSD分别为 0.31％、

0.98％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.9 加样回收率试验

精密量取样品（批号：1512026）1 mL，共 6份，分别

置于50 mL量瓶中，各加入一定质量的苯甲酸和羟苯乙

酯对照品，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算加样回

收率，结果见表1。

2.10 样品中防腐剂含量测定

取 5批样品各适量，按“2.2.2”项下方法制备供试品

溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并

计算防腐剂含量，结果见表2。
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图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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3.1 流动相的选择

笔者参考相关文献[8-9]，考察了甲醇-水、乙腈-水、甲

醇-0.02％乙酸铵溶液、乙腈-0.05％磷酸溶液作为流动相

时对色谱分离的影响。结果，甲醇-水、乙腈-水为流动相

进行梯度洗脱时，苯甲酸和羟苯乙酯有拖尾现象；以甲

醇-0.02％乙酸铵溶液为流动相进行梯度洗脱时，苯甲酸

和羟苯乙酯的保留时间波动较大；以乙腈-0.05％磷酸溶

液为流动相进行梯度洗脱时，苯甲酸和羟苯乙酯分离效

果理想、峰形佳、理论板数高。故本试验选择乙

腈-0.05％磷酸溶液为流动相进行梯度洗脱。

3.2 检测波长的选择

查阅相关文献[10-12]，苯甲酸和羟苯乙酯的检测波长

不同。但在预试验中，笔者在 200～400 nm波长范围内

进行全波长扫面，发现苯甲酸和羟苯乙酯在236 nm波长

处响应值均较高，且在此波长处无其他成分干扰，因此

选择236 nm作为检测波长。

3.3 样品测定结果分析

2015年《中国药典》（四部）对合剂中防腐剂的用量

作了规定，其中苯甲酸的用量不得超过 0.3％（其钾盐、

钠盐的用量分别按酸计），羟苯酯类的用量不得超过

0.05％ [13]，本试验样品中苯甲酸的含量为 0.176％～

0.188％、羟苯乙酯的含量为 0.043％～0.046％，均未超

出限定用量；但相比苯甲酸，羟苯乙酯的用量则需注意

控制。

综上所述，本方法操作简单、结果准确，可用于安神

补脑液中防腐剂的含量测定。
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表1 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝6）

待测成分

苯甲酸

羟苯乙酯

样品含
量，mg
1.882 0

1.882 0

1.882 0

1.882 0

1.882 0

1.882 0

0.459 8

0.459 8

0.459 8

0.459 8

0.459 8

0.459 8

加入量，
mg

1.928 0

1.928 0

1.928 0

1.928 0

1.928 0

1.928 0

0.485 8

0.485 8

0.485 8

0.485 8

0.485 8

0.485 8

测得量，
mg

3.805 0

3.814 0

3.798 0

3.808 0

3.801 0

3.811 0

0.944 2

0.941 7

0.941 0

0.935 7

0.943 3

0.949 1

加样回收
率 ，％

99.74

100.21

99.38

99.90

99.53

100.05

99.71

99.20

99.05

97.96

99.52

100.72

平均加样回
收率，％

99.80

99.36

RSD，
％

0.31

0.91

表2 样品防腐剂含量测定结果（n＝3，％）

Tab 2 Results of content determination of samples

（n＝3，％）

样品批号
1512026

1604211

1604213

1606214

1609020

苯甲酸
0.188

0.178

0.176

0.178

0.181

羟苯乙酯
0.046

0.045

0.044

0.045

0.043

··4724




