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［摘　 要］ 　 为同时测定柴辛注射液中有效组分甲基丁香酚、细辛脂素的含量，建立了以核壳型分离

填料为色谱柱，乙腈和水为流动相，检测器波长为 ２８７ ｎｍ，流量为 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的高效液相色谱方

法。 结果显示，在 ０． １５ ～ １５０ μｇ ／ ｍＬ 的质量浓度范围内，甲基丁香酚的线性曲线为 Ｙ ＝ ７２４３Ｘ －
２５８，Ｒ２ ＝ ０． ９９９９，检测限为 ０． ０２５ μｇ ／ ｍＬ，平均回收率为 ９７． ４７％ ～ １００． ５３％ ，ＲＳＤ 为 ０． ９２％ ～
２􀆰 １７％ ；细辛脂素的线性曲线为 Ｙ ＝ １８８５３Ｘ －６７６，Ｒ２ ＝ ０． ９９９９，检测限为 ０． ０１２ μｇ ／ ｍＬ，平均回收率

为 ８８． ４７％ ～９２． ２３％ ，ＲＳＤ 为 １． ４８％ ～３． ５５％ 。 该方法操作简单，准确度、重复性、精密度好，可适

用于柴辛注射液的质量控制。
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　 　 柴辛注射液，主要处方组成为柴胡和细辛，具
有解表退热、祛风散寒、镇痛抗炎的药效，在马、牛、
羊、猪、犬等的感冒发热的治疗上被广泛使用［１ － ２］。
柴辛注射液的现行质量控制标准收载于《兽药质量

标准 （２０１７ 年版，中药卷）》 ［３］ 中，为基于校正因

子 － 气相色谱法对甲基丁香酚进行含量测定与控

制，但易出现准确度低、峰型差、可操作性不强等缺

点［４ － ５］。 同时仅将甲基丁香酚作为柴胡的有效成

分进行含量测定，忽略对细辛药效成分的分析，造
成无法全面而准确地对柴辛注射液的质量控制做

出评价，最终可能会导致因临床疗效的差异而产生

对柴辛注射液价值的错误判断。
本文参考《中国药典》２０２０ 年版第一部细辛［６］

及相关文献方法［７ － １４］，确定了以甲基丁香酚、细辛

脂素为研究对象，建立了高效液相色谱法同时测定

柴辛注射液中甲基丁香酚、细辛脂素含量的方法，
为柴辛注射液产品质量的控制和质量标准的完善

提供基础数据。
１　 材料与方法

１． １　 主要试剂及仪器 　 主要试剂有：甲基丁香酚

标准品（批号：１１１６４２ － ２００３０１），细辛脂素标准品

（批号：１１１８８９ － ２０１７０５），均购自于中国食品药品

检定研究所；纯乙腈，色谱纯，购自于美国 ＴＥＡＤＩＡ；
水，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 超纯水。

主要仪器有：ＬＣ５０９０ 型高效液相色谱系统，配
置为自动进样器、输液泵、柱温箱、紫外检测器等，
购自于浙江福立分析仪器股份有限公司；ＳＱＰ 型电

子天平，购自于赛多利斯（上海）贸易有限公司产

品；色谱分析柱 Ｃｏｒｅｓｈｅｌｌ Ｃ１８， ５ μｍ，１５０ ｍｍ ×
４． ６ ｍｍＩＤ，购自于日本 ＣｈｒｏｍａＮｉｋ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ。

柴辛注射液，１０ ｍＬ（相当于原生药 ３０ ｇ），批号

为 ２０２００５０２，山东德信生物科技有限公司。
１． ２　 标准溶液的配制　 分别精确称取甲基丁香酚

和辛脂素标准品适量，用纯乙腈 － 纯水（５∶ ５， ｖ ／ ｖ）
溶解配制成浓度为 １５０ μｇ ／ ｍＬ 的标准储备液。

临用前，用纯乙腈 －纯水（５∶ ５， ｖ ／ ｖ）稀释成浓

度为 ０． １５、１． ５、７． ５、１５、７５、１５０ μｇ ／ ｍＬ 的系列混合

标准工作溶液。

１． ３　 供试品溶液配制　 精密移取柴辛注射液供试

品 ２ ｍＬ，置于 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加纯乙腈 － 纯水

（５∶ ５， ｖ ／ ｖ）稀释至刻度，过滤待进样。
１． ４　 高效液相色谱方法　 色谱柱为 Ｃｏｒｅｓｈｅｌｌ Ｃ１８，
５ μｍ，１５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍＩＤ，流动相为纯乙腈 － 纯水

（５ ∶ ５， ｖ ／ ｖ），流量为 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱箱温度为

４０ ℃，紫外检测器检测波长为 ２８７ ｎｍ，进样量为

５ μＬ。
２　 结果与分析

２． １　 专属性试验　 依次注入混合标准溶液、供试

品溶液及空白溶液。 结果显示，混合标准溶液中甲

基丁香酚和细辛脂素的保留时间分别为 ５． ４１ ｍｉｎ、
８． ９２ ｍｉｎ；供试品溶液中甲基丁香酚和细辛脂素与

混合对照品色谱峰的保留时间保持一致，分离度分

别为 ５． ５、１． ６，理论塔板数分别为 １８１２３、２６６４４，拖
尾因子均为 １． １０，同时经光谱扫描得到峰纯度较

高；空白溶液中，在甲基丁香酚和细辛脂素的保留

时间位置均未见有杂质峰的干扰。
２． ２　 方法学试验

２． ２． １ 　 方法标准曲线、检测限和定量限　 将上述

系列混合标准工作溶液进样，测定各组分的峰面

积。 以混合标准系列工作溶液的浓度为横坐标

（Ｘ），不同浓度下所得峰面积为纵坐标（Ｙ），得甲基

丁香酚、 细辛脂素 的 拟 合 曲 线 分 别 为 为 Ｙ ＝
７２４３Ｘ － ２５８，Ｒ２ ＝ ０． ９９９９；Ｙ ＝ １８８５３Ｘ － ６７６，Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９９９。 结果表明在 ０． １５ ～ １５０ μｇ ／ ｍＬ 质量浓度

范围之内，甲基丁香酚、细辛脂素的溶液浓度与峰

面积线性关系良好。
按照 ３ 倍噪音计算检测限，１０ 倍噪音计算定

量限，得到甲基丁香酚、细辛脂素的检测限为

０． ０２５ μｇ ／ ｍＬ、０． ０１２ μｇ ／ ｍＬ，定量限为 ０． ０８３ μｇ ／ ｍＬ、
０􀆰 ０４０ μｇ ／ ｍＬ。
２． ２． ２ 　 精密度试验 　 　 取 ２０２００５０２ 号柴辛注射

液适量，以纯乙腈 －纯水（５∶ ５， ｖ ／ ｖ）稀释并定容得

到供试品溶液，连续进样 ７ 次，记录甲基丁香酚、细
辛脂素的峰面积值。 结果得到甲基丁香酚、细辛脂

素峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０． １５％ 、０． ２０％ ，表明分析方

法精密度良好。
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图 １　 混合标准溶液（ａ）、供试品溶液（ｂ）、空白溶液（ｃ）

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ａ）， ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｂ），ｂｌａｎｋ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｃ）

表 １　 加标回收率试验

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ
分析物 本底含量（μｇ ／ ｍＬ） 添加量（μｇ ／ ｍＬ） 测得量（μｇ ／ ｍＬ） 回收率（％ ） 平均回收率（％ ） 相对标准偏差（％ ）

甲基丁香酚

４３． ０５

４３． ３１

４３． ５２

４３． １４

４３． ７８

４３． ３１

４３． ４６

４３． ５３

４３． ２２

７． ５

７． ５

７． ５

１５

１５

１５

５０

５０

５０

５０． ４２

５０． ４４

５０． ９５

５８． ２１

５８． ４４

５８． ２２

９４． ２６

９３． ４８

９３． ２７

９８． ２７％

９５． ０７％

９９． ０７％

１００． ４７％

９７． ７３％

９９． ４０％

１０１． ６０％

９９． ９０％

１００． １０％

９７． ４７％

９９． ２０％

１００． ５３％

２． １７％

１． ３９％

０． ９２％

细辛脂素

１． １２

１． ０９

１． １１

１． ０８

１． ０８

１． ０９

１． １２

１． ０７

１． ０９

７． ５

７． ５

７． ５

１５

１５

１５

５０

５０

５０

７． ５２

７． ９６

７． ７２

１５． ０７

１５． １５

１４． ６８

４６． ９６

４８． ２８

４７． ７３

８５． ３３％

９１． ６０％

８８． １３％

９３． ２７％

９３． ８０％

９０． ６０％

９１． ６８％

９４． ４２％

９３． ２８％

８８． ４７％

９１． ７３％

９２． ２３％

３． ５５％

１． ８５％

１． ４８％
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２． ２． ３ 　 稳定性试验 　 　 取 ２０２００５０２ 号柴辛注射

液适量，以纯乙腈 －纯水（５∶ ５， ｖ ／ ｖ）稀释并定容得

到供试品溶液，分别在 ０、２、６、１２、２４、４８ ｈ 各进行测

定，记录甲基丁香酚、细辛脂素的峰面积，其 ＲＳＤ 分

别为 ０． ５１％ 、０． ４２％ ，表明供试品溶液在 ４８ ｈ 内稳

定性良好。
２． ２． ４ 　 加标回收率　 取柴辛注射液适量，依次添

加 ３ 个浓度水平的甲基丁香酚、细辛脂素混合标准

溶液，后以纯乙腈 －纯水稀释定容。 每个浓度水平

平行测定 ３ 份，计算平均回收率。 结果显示，甲基

丁香酚的平均回收率为 ９７． ４７％ ～１００． ５３％，ＲＳＤ 为

０． ９２％ ～ ２． １７％；细辛脂素的回收率为８８􀆰 ４７％ ～
９２􀆰 ２３％，ＲＳＤ 为 １． ４８％ ～ ３． ５５％，表明方法回收率

良好。
２． ２． ５　 样品检测　 取平行配制的 ６ 份不同批次的

柴辛注射液供试品溶液进样，依据线性拟合曲线，
计算含量。 结果每 １ ｍＬ 供试品中甲基丁香酚、细
辛脂素的平均含量为 ４３． ３７ μｇ、１． ２１ μｇ，ＲＳＤ 分别

为 ０． ５２％ 、１． ６５％ 。
３　 讨　 论

目前对柴辛注射液中有效成分的检测，主要为

校正因子 － 气相色谱法对甲基丁香酚进行含量测

定，极易出现准确度低、峰型差、可操作性不强等缺

点［３ － ６］，未见其他检测方法的报道。 本研究选择甲

基丁香酚、细辛脂素分别代表柴辛注射液的两剂处

方柴胡、细辛的有效物质，通过高效液相色谱法同

时进行其含量测定，以全面评价柴辛注射液的

质量。
研究对甲基丁香酚、细辛脂素在 ２１０ ～ ３７０ ｎｍ

的波长范围内进行波长扫描，虽然两者在 ２３０ ｎｍ
也有较大吸收峰，但根据主成分的含量最终确定检

测波长为 ２８７ ｎｍ。 其次通过对比相同规格的

Ｃｏｒｅｓｈｅｌｌ Ｃ１８ 和其他全多孔型色谱柱，如Ｓｕｎｎｉｅｓｔ
Ｃ１８、Ｘｔｉｍａｔｅ Ｃ１８、Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８、Ｗｏｎｄａｓｉｌ Ｃ１８等的效

果，以保留时间、分离度、拖尾因子、理论塔板数等

参数做为评价指标，得到当使用 Ｃｏｒｅｓｈｅｌｌ Ｃ１８ 色谱

柱时甲基丁香酚峰、细辛脂素的理论塔板数最高、
分离度最大、最低检出限最低、分析速度最短，因此

确定 Ｃｏｒｅｓｈｅｌｌ Ｃ１８为本研究的色谱柱，此时分析方

法具有更好的分离、更高的灵敏度和更快的分析速

度的优点，可以有效节省洗脱溶剂、降低分析成本。
最后根据甲基丁香酚、细辛脂素的性质，分别对比

了甲醇 －纯水、乙腈 －纯水等洗脱体系作流动相时

的分离效果。 使用纯甲醇作有机溶剂时，随着纯甲

醇的组成比例的增加，流动相洗脱强度增加，甲基

丁香酚峰会与溶剂峰共洗脱，同时细辛脂素与杂质

干扰物的分离度下降；当纯甲醇的组成比例逐渐降

低，溶剂峰拖尾会增大，将甲基丁香酚峰包覆在溶

剂峰中；所以纯甲醇 － 纯水作洗脱体系时，无法实

现甲基丁香酚、细辛脂素的有效分离和准确定量；
当使用纯乙腈作有机溶剂时，溶剂峰的峰宽明显缩

小。 当纯乙腈的组成比例小于 ５０％时，细辛脂素的

保留时间过长、甚至无法被洗脱；当纯乙腈的组成

比例大于 ５０％时，流动相的洗脱强度较大，导致甲

基丁香酚峰与溶剂峰共洗脱，细辛脂素与杂质干扰

物的分离度下降，方法的定量准确度受到影响；只
有在纯乙腈的组成比例为 ５０％时，甲基丁香酚与溶

剂峰、细辛脂素与杂质干扰物的分离度均达到基线

分离，且分析时间较短，两者的峰形对称。 因此最

终确定“纯乙腈 － 纯水（５ ∶ ５， ｖ ／ ｖ）”为研究的流

动相。
研究建立了高效液相色谱方法同时测定柴辛

注射液中甲基丁香酚、细辛脂素含量的方法，方法

的准确度 ＲＳＤ 小 于 １％ 、 精 密 度 ＲＳＤ 值 小 于

０􀆰 ３％ ，平均回收率在 ８８％以上，被测样品溶液放置

４８ ｈ 后含量 ＲＳＤ 仍小于 ０． ６％ ，准确度高、峰形佳、
色谱方法简单、操作性极强。 上述表明本方法适应

于检测柴辛注射液中的有效组分的含量。
试验已经对 ３ ～ ５ 家的柴辛注射液产品进行了

分析检测，但仍需收集更多的同类产品，用于扩大

方法的适用范围，以最优化现有方法。
４　 结　 论

研究选择甲基丁香酚、细辛脂素作为研究对

象，建立了高效液相色谱法同时测定柴辛注射液中

两种有效成分的方法，方法操作简单，准确性、精密

度高，可以适用于其质量控制，可为后续标准的完

·８３·
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善和产品疗效的研究提供科学依据。
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