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HPLC法测定肿节风注射液中反丁烯二酸和异嗪皮啶的含量

王钢力，姚令文，林瑞超

(中国药品生物制品检定所，北京100050)

肿节风为常用中药，为金粟兰科植物草珊瑚

Sarcandra glabra(Thunb．)Nakai的干燥全株口]。

具有显著的抗菌、消炎、止痛及一定的肿瘤抑制作

用，其主要化学成分为有机酸、倍半萜、黄酮及香豆

素类化合物r2]。肿节风注射液为肿节风药材经处理

后制成的单味药注射剂，具有清热解毒、消肿散结的

功效，用于热毒壅盛所致肺炎、阑尾炎、蜂窝组织炎、

菌痢、脓肿，与肿节风片联合用于消化道癌、胰腺癌、

肝癌等肿瘤的治疗。现行肿节风药材质量标准的含

量测定项采用HPLC法测定异嗪皮啶(isofraxidin)

的含量，而肿节风注射液则是采用HPLC法测定反

丁烯二酸(furmaric acid)的含量，两者之间缺乏相

关性，难以有效的控制药品的质量。据文献报道，反

丁烯二酸具有抗菌、消炎的药理活性，而异嗪皮啶在

体外活性实验中显示出一定的肿瘤细胞抑制作

用[2]。为有效控制肿节风注射液的产品质量，本实验

建立HPLC法同时测定产品中异嗪皮啶和反丁烯

二酸的含量。结果表明：该法可用于肿节风注射液的

质量控制。

1仪器与试剂

Waters 2695型高效液相色谱仪系统，2996型

DAD紫外检测仪，Empower色谱工作站。

肿节风注射液为深棕色，由不同生产企业提供。

乙腈为色谱纯，水为市售纯净水，磷酸为分析纯，反

丁烯二酸(批号：1541—200001)、异嗪皮啶(批号：

0837—200203)对照品由中国药品生物制品检定所

提供。

2方法与结果

2．1 色谱条件：色谱柱：Agilent Zorbax Eclipse

XDB C18色谱柱(150 mm×3．9 mm，5肚m)；流动相：

A(乙腈)一B(o．1％磷酸)梯度洗脱，o～8 min(B为

100％)，体积流量为o．5 mL／min；8～13 min(B为

100Voo一95％)，体积流量为0．5—0．7 mL／min；

13～43 min(B为95％一80％)，体积流量为0．7

mL／min；43～48 rain(B为80％一30％)，体积流量

为0．7 mL／min；48～51 min(B为30％一100％)，
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体积流量为0．7 mL／min；51～56 min(B为30％一

100％)，体积流量为0．7—0．5 mL／min；柱温：38

。C；检测波长：210 rim；进样量：2 pL。

2．2对照品溶液的制备：分别精密称取反丁烯二

酸、异嗪皮啶对照品适量，加甲醇溶解，制成含反丁

烯二酸200 tzg／mL、异嗪皮啶50 ptg／mI。的溶液作

为对照品溶液。

2．3供试品溶液的制备：取肿节风注射液样品，用

0．45 vim微孔滤膜滤过，作为供试品溶液。

2．4线性关系考察：分别精密称取反丁烯二酸、异

嗪皮啶对照品适量，置50 mL量瓶中，加甲醇溶解

并稀释至刻度，摇匀，分别制成对照品溶液(含反丁

烯二酸11．66／*g／mL、异嗪皮啶80．2 ptg／mL)。精密

吸取反丁烯二酸对照品溶液1、10、20、50、100 pL，

异嗪皮啶对照品溶液0．5、1、2、4、8、12肛L，注入液

相色谱仪，测定。在进样质量为横坐标，以峰面积为

纵坐标进行线性回归，得回归方程分别为：Y。一

13 819 X，+14 844，，．一1．000；Y2=13 961 X2+

143 854，r=0．999 9。表明：反丁烯二酸在1I．66～

1 166 ng、异嗪皮啶40．O～962．4 ng与峰面积线性

关系良好。

2．5精密度试验：取20040101批样品溶液按上述

色谱条件连续进样5次，以峰面积计算反丁烯二酸

和异嗪皮啶的RSD分别为0．47％和0．71％。

2．6稳定性试验：取20040101批样品溶液，分别在

0、1、2、4、6、24 h测定，以峰面积计算反丁烯二酸和

异嗪皮啶的RSD分别为1．08％和0．73％。结果表

明：样品溶液在24 h内稳定。

2．7重现性试验：取20040101批样品，制备供试品

溶液5份，进样，测定，计算反丁烯二酸和异嗪皮啶

的质量浓度分别为240、64 pg／mL，RSD分别为

3．66％和1．38％。

2．8 回收率试验：采用加样回收法。精密量取1#

样品6份，每份1 mL，分别置2 mL量瓶中，分别精

密加入含反丁烯二酸和异嗪皮碇的储备液(质量浓

度分别为234、64／．tg／mL)1 mL，以甲醇溶解并稀释
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至刻度，测定反丁烯二酸和异嗪皮啶的质量浓度。计

算回收率分别为97．2％和99．3％，RSD分别为

3．03％和1．72％。

2．9样品测定结果：分别精密吸取样品2肛L注入

液相色谱仪，测定。以峰面积定量，计算反丁烯二酸

及异嗪皮啶的质量浓度，结果见表l，样品及对照品

色谱图见图1。
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a一反丁烯二酸b一异嗪皮啶

a—．furmaric acid b—．isofraxidin

图1对照品(A)及1#样品(B)的HPLC图

Fig．1 HPLC chromatograms of reference substances

(A)and sample No．1(B)

3讨论

曾选用不同厂家或不同型号的色谱柱试验，如：

Angilent Zorbax Eclipse XDB C18，Agilent Zorbax

SB C⋯Alltech Alltima C18等。结果Angilent

Zorbax Eclipse XDB C。。对肿节风注射液的分离效

果最好。曾选用不同溶剂系统作为流动相进行试验，

如：乙腈一水，甲醇一水，乙腈一0．1％磷酸等溶剂系

统。结果表明：乙腈一0．1％磷酸对肿节风注射液的分

离效果最好。根据反丁烯二酸和异嗪皮啶的紫外吸

收光谱特征，反丁烯二酸在209．8 nm处有最大吸

收，异嗪皮啶在208．6、342．6 nm处有吸收，选择

210 nm作为检测波长。

从样品测定结果中可以看出：不同企业使用相

同产地的药材作为原料，制剂的定量指标差异较大。

其中，20040401～20040407来自同一厂家的产品

中，5批以浙江产药材为原料生产的制剂，有效成分

的含量与其他批次制剂相比非常低(尤其是异嗪皮

啶的量已经低于对照品工作曲线的下限)。因此，为

保证制剂化学成分的稳定性，有必要对肿节风注射

表1样品测定结果

Table 1 Results of sample assay

质量浓度／(弘g·mI。“)

序号来源批号霎釜—云亍磊——孬i丽
二酸 皮啶 量

液的原料产地及制剂的工艺及其参数进行控制。
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