
= = arug=bvaluation=oesearch= =第 QN卷=第 P期= = OMNU年 P月=

= = =

•=QRN=•=
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摘= =要：目的= =建立一测多评法（nAjp）测定注射用益气复脉（冻干）（vncj）中 Q 种糖类成分含量的分析方法，并探

讨在蒸发光散射检测器（bipa）上建立 nAjp分析法的可行性。方法= =采用 emiCJbipa技术，以果糖对照品为内参物，

建立其与葡萄糖、蔗糖、麦芽糖的相对校正因子（f），通过 f=计算 vncj中 P种糖类成分；并在 OR批 vncj中进行验证，

同时将该方法与外标两点法测定的结果进行对比分析，以验证 nAjp 法的适用性、可行性和重复性。结果= =在一定的线性

范围内，vncj 中 Q 种糖类成分间的相对校正因子分别为：f 葡L果＝MKTQP，f 蔗L果＝MKUOP，f 麦L果＝MKSVR。nAjp 法的计算结果

与外标两点法的实测值之间存在显著性差异，其相对偏差远远大于 RB。结论= = emiCJbipa 外标法能够准确地测定 vncj
中 Q种糖类成分的含量，而在 bipa检测器上建立的 nAjp法准确度不如外标法，其原理与适用范围需要更进一步的探究。=
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注射用益气复脉（冻干）（vncj）为天津天士

力之骄药业有限公司独家生产的冻干剂型，其处方

来源于古方生脉散，组方药材为红参、麦冬、五味

子，辅料为甘露醇和葡甲胺，其功能益气复脉、养

阴生津，临床上主要用于冠心病心绞痛xNJOz，冠心病

慢性心力衰竭xPJQz、缺血性心肌病心功能不全xRz等。=
糖类成分在天然药物中普遍存在，研究表明，

红参中主要含有蔗糖和麦芽糖，麦冬中主要含有果

糖和葡萄糖。本实验室初步的研究表明：糖类成分

占到 vncj总固形物含量的 SMB以上，根据国家食=
= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
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品药品监督管理总局《关于做好中药注射剂安全性

再评价工作的通知》中要求“注射剂中所含成分应

基本清楚，应对注射剂总固体中所含成分进行系统

的化学研究”的指导原则，通过研究，确定采用

emiCJbipa法对 vncj中主要的糖类成分进行含

量测定，计算其占总固体的含量。=
nAjp 为中药多指标质量控制提供了一种新

的模式xSz。目前利用紫外检测器（rs）所建立的一

测多评分析方法文献报道较多xTJVz，而用 bipa进行

nAjp分析的报道则比较少见xNMJNPz。由于糖类成分

大多不存在紫外吸收，不宜采用 rs进行检测，使

得这一方法的应用受到限制。bipa 作为通用型检

测器，不依赖于化合物的光学性质，对非挥发组分

均有较好的响应，广泛应用于皂苷类、萜类、生物

碱类、糖类等中药成分的质量控制xNQz。为考察以

bipa 作检测器时 nAjp 的适用性，本实验以

vncj中 Q种糖类成分（果糖、葡萄糖、蔗糖、麦

芽糖）为指标，以 bipa作检测器，考察定量校正

因子的适用性，为 vncj中糖类成分的质量控制提

供新思路。=
N= =材料与仪器=

t~ters=Alli~nce高效液相色谱仪，包括 OSVR溶
剂管理系统，OQOM蒸发光散射检测器，bmpower=OKM
色谱工作站（美国t~ters公司）；AgilentNNMM高效

液相色谱仪（美国 Agilent 公司）；AlltecÜ= bipa=
OMMMbp 检测器（美国 AlltecÜ 公司），Agilent=
CÜempt~tion工作站（美国 Agilent公司）。色谱柱：

AlltecÜ=mrev~ilqj=C~rboÜydr~te=bp（ORM= = mm×QKS=
mm，R=μm），As~Üip~k=keOmJRM=Qb（ORM= = mm×QKS=
mm，R=μm），Agilent=wlo_Au=C~rboÜydr~te（ORM= =
mm×QKS=mm，R=μm）。hnJRMMab型数控超声波清

洗器（昆山市超声仪器有限公司）；upNMR 型 NLNM
万天平（瑞士梅特勒J托利多仪器有限公司）；水为

超纯水（jilliJn 型超纯水系统，美国 jillipore 公

司）。Agel~=Cle~nert?=pmb柱（RMM=mgLS=mi，天津

博纳艾杰尔科技有限公司）。甲醇、乙腈（美国 ljkf
公司）为色谱纯，其余试剂均为分析纯。=

对照品果糖（批号 NMMOPNJOMMVMQ，质量分数

为 VVKSB），aJ无水葡萄糖（批号 NNMUPPJOMMVMQ，
质量分数为 NMMB），蔗糖（批号 NNNRMTJOMNPMP，
质量分数为 VVKUB），麦芽糖（批号 NMMOUTJOMNPMP，
质量分数为 VQKPB），均购自中国食品药品检定研究

院。OR批 vncj（编号分别为 pN、pO、pP、pQ、

pR、pS、pT、pU、pV、pNM、pNN、pNO、pNP、pNQ、
pNR、pNS、pNT、pNU、pNV、pOM、pON、pOO、pOP、
pOQ、pOR）均由天津天士力之骄药业有限公司提供。=
O= =方法与结果=
OKN= =色谱条件=

AlltecÜ=mrev~ilqj=C~rboÜydr~te=bp（ORM=mm×
QKS=mm，R=μm）色谱柱，以乙腈（A）J水（_）为

流动相，梯度洗脱：M～Q=min，UMB～TRB=A；Q～
NM=min，TRB=A；NM～NO=min，TRB～SRB=A；NO～
NR=min，SRB～RMB=A；NR～NS=min，RMB=A；NS～
NT=min，RMB～UMB=A；NT～OM=min，UMBA，体积

流量 MKU= miLmin，柱温 PM=℃。bipa 漂移管温度

SR=℃，氮气压力 NTOKPT=km~，增益 NM，喷雾器加热

动力级别 SMB，进样量 OM=μi。在此条件下，vncj
中 Q种糖的分离度良好，色谱图见图 N。=

=

=
=

NJ果糖；OJ葡萄糖；PJ蔗糖；QJ麦芽糖=
NJfructose；OJglucose；PJsucrose；QJm~ltose=

图 N= =混合对照品（A）及供试品（B）的 emiC色谱图=
cigKN= = emiC=chromatograms=of=mixed=reference=

substances=EAF=and=sample=EBF=

OKO= =对照品溶液和供试品溶液的制备=
称取果糖、葡萄糖、蔗糖和麦芽糖对照品适量，

精密称定，置 NM=mi量瓶中，用纯化水溶解，定容

至刻度，制成浓度分别为 QKTR、NKOV、OKMO、NKMS=
mgLmi 的混合对照品溶液，于 Q℃冰箱中保存，= = =
待用。=

称取 vncj约 MKSR=g，精密称定，置 NM=mi烧

杯中，用 R=mi纯化水充分溶解，上已处理好的 pmb
商品柱，待流至树脂层液面时，再用 NM=mi纯化水

洗脱，体积流量 NKM=miLmin，收集流出液和洗脱液

于 OR=mi容量瓶中，加水定容至刻度，摇匀，过 MKQR=
μm微孔滤膜，即得。=

M= = N= = O= = P= = Q= = R= = S= = T= = U= = V==NM=NN=NO=NP=NQ=NR=NS=NT=NU=NV=OM=
tLmin 
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OKP= =线性关系考察=
精密吸取“OKO”项下混合对照品溶液 O、Q、U、

NM、NR=μi注入高效液相色谱仪，按“OKN”项下色

谱条件测定，记录相应的色谱峰面积。以进样质量

（m）的对数值（lgm）为横坐标，以峰面积（A）的

对数值（lgA）为纵坐标，进行线性回归，得果糖、

葡萄糖、蔗糖、麦芽糖的回归方程及线性范围，结

果表明，Q种糖在相应范围内线性关系良好，见表 N。=

表 N= = Q种糖的线性关系和范围=
qable=N= = iinearities=and=ranges=of=four=carbohydrates=

成分= 回归方程= 线性范围/μg= r 
果糖= lgAZNKMPPSlgmHUKRNUO= NVKMM～VRKMM= MKVVVV=

葡萄糖= lgAZNKOPRMlgmHUKRSQN= RKNS～ORKUM= MKVVVS=
蔗糖= lgAZNKNMQPlgmHUKRVNT= UKMU～QMKQM= MKVVVU=

麦芽糖= lgAZNKOMVSlgmHUKRROR= QKOQ～ONKOM= MKVVVV=

=
OKQ= =精密度试验=

精密吸取“OKO”项下混合对照品溶液 NM=μi，
按“OKN”项下色谱条件，于同一日内连续进样 S次，

记录各色谱峰峰面积，计算 opa。结果果糖、葡萄

糖、蔗糖、麦芽糖峰面积的 opa 分别为 MKVQB、

OKMMB、NKOOB、NKMUB，表明在此条件下仪器精密

度良好。=
OKR= =稳定性试验=

取同一供试品溶液在室温下放置 M、O、Q、U、NO、
NS=Ü，按“OKN”项下色谱条件进样测定，记录各色谱

峰峰面积，计算opa。结果果糖、葡萄糖、蔗糖、麦

芽糖峰面积的 opa 分别为 MKNSB、MKNOB、MKMUB、
MKOVB，表明供试品溶液在 NS=Ü内稳定性良好。=
OKS= =重复性试验=

取同一批样品约 MKSR=g，按“OKO”项下方法平

行制备 S份供试品溶液，按“OKN”项下色谱条件进

样测定，记录各色谱峰峰面积，计算含量及 opa。
结果样品中果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖的平均质

量分数分别为 NNRKNO、PNKNR、PRKNU、NNKQS=mgLg，
opa 分别为 MKPMB、OKRQB、NKQMB、OKUQB，表明

本方法重复性良好。=
OKT= =加样回收试验=

取同一批样品约 MKPOR=g，平行 S份，精密称定，

分别按样品含量J对照品大致（NWN）的比例加入一

定量的各对照品，按“OKO”项下方法制备供试品溶

液，按“OKN”项下色谱条件进样测定，记录各色谱

峰峰面积，计算回收率及 opa。结果果糖、葡萄糖、

蔗糖、麦芽糖的平均回收率分别为 VSKTSB、VTKUTB、

VSKQVB、VTKQOB，opa分别为 MKTPB、NKRPB、NKTPB、

NKSPB。=

OKU= =相对校正因子（f）的确定=
OKUKN= = = f的测定= =精密吸取“OKO”项下混合对照品

溶液 U、NM、NO、NQ、NS、NU=μi注入液相色谱仪，

按“OKN”项下色谱条件进样测定，平行 P针，记录

相应的色谱峰面积。以果糖为内参物，分别计算不

同进样体积下葡萄糖、蔗糖、麦芽糖的 fkLs值及 opa
值，以多个进样体积计算所得校正因子的平均值，

作为最终的相对校正因子，结果依次为 f 葡L果ZMKTQR、
f 蔗L果ZMKUOT、f 麦L果ZMKSVT，opa分别为 PKNVB、NKVUB、

QKMQB，结果见表 O。=
计算公式xNNz：fkLsZxlg（jk×N=MMM）×lg（As×NMMM）zLxlg

（js×N=MMM）×lg（Ak×N=MMM）z=

式中，As 为参照物峰面积，js 为参照物进样质量，Ak
为待测组分峰面积，jk为待测组分进样质量。=

OKUKO= =不同仪器、色谱柱对 f 的影响= =本实验考察

了 O 台不同型号的高效液相色谱仪（t~ters=
Alli~nce、AgilentNNMM），P 根不同品牌的色谱柱

（mrev~il=C~rboÜydr~te=bp、As~Üip~k=keOmJRM=Qb、
Agilent=wlo_Au=C~rboÜydr~te）对各 f的影响，结=

表 O= =各糖类成分的相对校正因子En=PF=
qable=O= = oelative=correction=factors=of=carbohydratesEn=PF=

进样体积/μL= f 葡L果= f 蔗L果= f 麦L果=
UKM= MKTMU= MKUMM= MKSRP=
NMKM= MKTOU= MKUNP= MKSTT=
NOKM= MKTQP= MKUOP= MKSVR=
NQKM= MKTRR= MKUPM= MKTMV=
NSKM= MKTSP= MKUPS= MKTNV=
NUKM= MKTTN= MKUQN= MKTOV=

平均值= MKTQR= MKUOT= MKSVT=
opaLB= PKNV= NKVU= QKMQ=

=
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果各 f的 opa依次为 MKRPB、MKRQB、MKSVB，表明

不同仪器、不同色谱柱对各成分的 f无显著影响。=
OKUKP= =不同柱温对 f 的影响= =本实验考察了不同柱

温（OR、PM、PR=℃）对各 f的影响，结果各 f的 opa
依次为 MKSPB、MKNQB、MKQVB，表明不同柱温对各

成分的 f无显著影响。=
OKUKQ= =不同体积流量对 f 的影响= =本实验考察了不

同体积流量（MKT、MKU、NKM=miLmin）对各 f的影响，

结果各 f的 opa依次为 MKNQB、MKQVB、MKQUB，表

明不同流速对各成分的 f无显著影响。=
OKUKR= =不同实验人员对 f 的影响= =本实验考察了 P
名实验人员对各 f的影响，结果各 f的 opa依次为

MKMOB、MKNMB、MKOOB，表明不同实验人员所得各

成分的 f无显著差异。=
OKUKS= =相对校正因子的确定= =综合以上各种因素，

最终确定果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖间的相对校

正因子分别为 f 葡L果ZMKTQP、f 蔗L果ZMKUOP、f 麦L果ZMKSVR，
opa分别为 MKRTB、MKQRB、MKRRB，结果见表 P。=
OKV= =待测组分色谱峰的定位=

本研究采用相对保留时间法对其待测组分进行

色谱峰的定位，即以各待测组分色谱峰与果糖色谱

峰的相对保留时间来确定。以果糖为基准峰，计算

不同仪器和不同色谱柱条件下葡萄糖、蔗糖、麦芽

糖峰的相对保留时间，结果分别为 t 葡L果ZNKOPT、= = = = =
t 蔗L果ZNKRUV、t 麦L果ZNKSUT，opa分别为 NKRUB、NKQPB、

MKURB。=
OKNM= = nAjp法与外标法测定结果的比较=

取 OR批 vncj，按“OKO”项下方法制备供试

品溶液，按“OKN”项下色谱条件进样测定，以外标

两点法对数方程计算各糖的含量，再用建立的

nAjp 法进行定量计算，以验证 nAjp 法用于

vncj中糖类成分质量评价的准确性。结果表明，

O 种方法测得的各种成分的含量存在差异，除葡萄

糖外，其余成分的 opa均远远大于 RB。由此可得

采用 emiCJbipa 所建立的 nAjp 法计算 vncj
中 Q种糖类成分的含量可能会带来较大的偏差，其

定量的准确度不及外标法，因此该方法并不适用于

vncj中糖类成分的含量测定，结果见表 Q。=

表 P=各因素对 f的影响= =
qable=P= = bffects=of=various=factors=on=f=values=

考察因素=
相对校正因子=

f 葡L果= f 蔗L果= f 麦L果=

t~ters=OSVRJOQOM= mrev~il=C~rboÜydr~te=bp= MKTQR= MKUOT= MKSVT=

As~Üip~k=keOmJRM=Qb= MKTPR= MKUNS= MKSUQ=

Agilent=wlo_Au=C~rboÜydr~te= MKTPU= MKUOM= MKSVQ=

Aglient=

NNMMJbipaOMMMbp=

mrev~il=C~rboÜydr~te=bp= MKTQP= MKUOR= MKSVR=

As~Üip~k=keOmJRM=Qb= MKTPS= MKUNT= MKSVS=

Agilent=wlo_Au=C~rboÜydr~te= MKTPV= MKUNV= MKSVR=

柱温= OR℃=

PM℃=

MKTQO=

MKTQR=

MKUOR=

MKUOQ=

MKSVQ=

MKSVT=

PR℃= MKTRN= MKUOO= MKTMN=

体积流量= MKT=miLmin= MKTQQ= MKUOO= MKSVQ=

MKU=miLmin= MKTQR= MKUOQ= MKSVT=

NKM=miLmin= MKTQS= MKUPM= MKTMM=

实验人员= 实验员 N= MKTQR= MKUOQ= MKSVT=

实验员 O= MKTQR= MKUOO= MKSVR=

实验员 P= MKTQQ= MKUOO= MKSVQ=

平均值= MKTQP= MKUOP= MKSVR=

opaLB= MKRT= MKQR= MKRR=
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表 Q= = nAjp法与外标法测定 Q种糖的结果En===PF=
qable=Q= = aetermination=of=four=carbohydrates=by=nAjp=and=external=standard=methods=En===PF=

样品=
编号=

质量分数LEmg·g−NF=
果糖= 葡萄糖= 蔗糖= 麦芽糖=

外标法= 外标法= nAjp= opaLB= 外标法= nAjp= opaLB= 外标法= nAjp= opaLB=
pN= NNPKOP= PNKVV= PMKVQ= OKPS= PRKNM= QSKRU= NVKUU= NNKMQ= ORKRQ= RSKMS=
pO= NNSKRU= PNKVN= PNKQP= NKMT= PPKPV= QTKMT= OQKMQ= VKMO= ORKSU= STKVM=
pP= NMTKPT= PNKPU= PMKMR= PKMS= PRKQU= QRKOU= NTKNS= NNKTM= ORKMM= RNKOR=
pQ= NNMKPT= PNKUR= PMKRM= PKMS= PRKPS= QRKVM= NUKPQ= NNKTP= ORKPM= RNKUP=
pR= NNNKUN= POKON= PMKTT= PKOP= PRKUU= QSKPU= NUKMR= NOKSS= ORKRR= QTKTN=
pS= NNNKNN= PNKUR= PMKSP= OKTS= PRKTO= QSKNV= NUKMU= NOKRS= ORKQV= QUKMS=
pT= NMTKQR= OVKQM= OVKRU= MKQP= POKUO= QQKRP= ONKQN= VKNQ= OQKRV= SQKTU=
pU= NNPKVV= PMKSR= PMKUR= MKQS= PPKNT= QSKSR= OPKUU= VKNP= ORKRO= SSKUV=
pV= NNQKON= PNKPU= PMKTR= NKQP= PPKMS= QSKOU= OPKRS= UKOM= ORKMR= TNKST=
pNM= NNRKVP= PNKQU= PNKPO= MKPS= PRKRR= QTKUU= OMKVM= NMKVR= ORKUS= RTKOU=
pNN= NNRKUR= PNKQN= PNKMM= MKVP= PQKVP= QTKOP= ONKNT= NNKTU= ORKTT= ROKSV=
pNO= NNOKQP= PMKTT= PMKPS= MKVR= PQKRO= QSKPS= OMKTM= NMKVN= ORKOT= RSKNP=
pNP= NNQKTO= PMKVP= PNKMO= MKON= PQKTP= QTKOT= ONKSP= NNKMT= ORKTS= RSKQN=
pNQ= NNQKUR= PNKNS= PNKMP= MKPM= PRKOU= QTKOR= OMKRN= NMKTO= ORKSM= RTKVQ=
pNR= NNTKPU= PNKMV= PNKRQ= NKMO= PQKTQ= QUKOO= OOKVU= NMKVQ= OSKNP= RTKVR=
pNS= NMUKRQ= OVKQP= OVKVO= NKNT= PQKQV= QRKSQ= NVKSU= NMKNR= OQKVS= RVKSR=
pNT= NNPKMV= PNKMN= PNKMO= MKMO= PQKUR= QTKQM= ONKRU= NMKQQ= ORKSP= RVKRS=
pNU= NNMKVM= OVKUT= PMKSQ= NKUM= POKOT= QSKPM= ORKOR= VKMP= ORKPQ= STKNN=
pNV= NNRKRN= PNKUQ= PNKPU= NKMP= POKRM= QTKNQ= OSKMM= NNKMU= ORKVN= RSKTM=
pOM= NNRKNO= PNKNR= PNKNT= MKMR= PRKNU= QSKUU= OMKNS= NNKQS= ORKPT= RPKQN=
pON= NNRKTM= PNKNQ= PNKPS= MKRM= PPKMN= QTKPU= ORKOU= NMKUT= OSKMM= RUKMP=
pOO= NNQKSU= PNKST= PNKOR= MKVQ= POKSS= QSKVU= ORKQP= NNKMV= ORKUR= RSKRN=
pOP= NNQKNN= PNKUQ= PNKON= NKQN= POKOS= QSKTT= ORKVT= NMKOP= ORKTN= SMKVN=
pOQ= NNQKVV= POKMU= PNKQU= NKPQ= POKTS= QTKON= ORKRR= NMKRN= ORKVS= RVKVN=
pOR= NNPKRT= PNKSU= PNKMT= NKPT= POKOP= QSKRT= ORKTQ= NMKRQ= ORKSP= RVKMM=

=
P= =讨论=
PKN= =本实验中研究的Q种糖不含强紫外和荧光吸收

的官能团，在紫外光区基本无吸收，无法用紫外检

测器检测。且由于其极性大，在普通的反相柱中几

乎不保留，出峰快，特别是单糖类化合物，一般 O～
P=min即出峰，难以分离。因此，本实验选择 bipa
检测器，AlltecÜ= mrev~il= C~rboÜydr~te= bp 糖柱对

vncj中 Q种糖进行分离和含量测定。此外，为了

使果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖在色谱柱上达到基

线分离，本实验还对流动相、柱温、流速、进样量、

漂移管温度、载气压力、增益等分别进行了考察和

优化，最终确定了上述色谱条件。=
PKO= =关于 nAjp 中 f 的计算，文献报道中紫外检

测器多采用浓度和峰面积进行计算 xTJVz，而

emiCJbipa 有报道选择进样量和峰面积的对数进

行计算xNNz。本研究采用进样量和峰面积的对数进行

计算，发现各化合物的校正因子均随进样量的增加

而增加，而不是围绕一定值作上下波动，在不同色

谱柱、不同色谱仪器上，均呈现出此种趋势，同时

还发现进样量过小或过大时，其对应的 f 值差异较

大，这与相关文献报道一致xNRz。推其原因，主要与

bipa的检测原理有关。=
bipa 的基本构造由雾化器、加热漂移管和光

散射池组成，检测主要分为 P个步骤：（N）用惰性

气体（如 kO、ee 等）雾化色谱柱洗脱液；（O）流

动相在加热的漂移管中蒸发；（P）样品颗粒散射光

以后得到检测。bipa 是通用型检测器，其响应与

待测成分的量（质量或浓度）成指数相关，分别取
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对数后呈线性关系：lgAZk×lgmHb，其中 k，b是与

漂移管温度及流动相性质等实验条件有关的常数。

当上述公式中 b足够小，而浓度较高，两者比值相

较 k达到可忽略程度时，f在该浓度范围内能维持一

个较稳定的值，此时所建的 nAjp法的结果与外标

法较接近，这也是有成功采用 emiCJbipa 建立

nAjp 法报道的原因。但由于 k，b 与检测条件相

关，检测器的参数会影响颗粒尺寸的大小，需要调

节检测器参数使 k，b达到较理想的值，才有可能建

立可用的 nAjp法xNOz。=
PKP= =待测组分色谱峰的准确定位是 nAjp=法成功

应用的关键，本实验中 Q种糖虽然在色谱柱上分离

度良好，且无其他杂峰干扰，但为了提高定位的准

确性，本实验采用相对保留时间法进行定位。=
PKQ= =本实验尝试探索采用 bipa 作检测器时运用

nAjp法的可行性。然而研究结果表明，Q 种糖类

成分在 bipa=检测器上的响应值计算得到的校正

因子稳定性差，不能够用 nAjp法同时定量。故在

bipa 上所建立的 nAjp 法并不是一种普适的方

法，需要结合具体的分析对象和仪器条件，探讨方

法可行范围。=
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