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［摘　 要］ 　 以甲基丁香酚为标记物，采用气相色谱法对柴辛注射液中细辛含量测定法进行了改进。
通过色谱柱筛选、提取方法比较等，对新建方法进行了优化，并对新建方法的专属性、回收率、重复

性、线性及范围、耐用性进行了方法学验证。 验证结果表明，新建方法准确可靠，适用于柴辛注射液

的质量控制。
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　 　 兽用药柴辛注射液用于治疗马、牛、羊、猪、犬、
猫的感冒发热，其生产企业众多，临床应用广泛。
该制剂的质量标准现收载于农业农村部公告第

１７５９ 号［１］中，其中的【含量测定】项是采用气相色

谱法、以甲基丁香酚为标记物对其中的细辛含量进

行测定，具体的方法如下：
“【含量测定】照气相色谱法测定。
色谱条件与系统适用性试验 采用键合 ／交联聚乙

二醇（ＰＥＧ） － ２０Ｍ（３０），毛细管色谱柱；程序升温

（１７０ ～２１０ ℃）：初温 １７０ ℃保持 １１ ｍｉｎ 后，以每分钟

３５ ℃的升温速率升至 ２１０ ℃，终温保持 ５ ｍｉｎ，不分流

进样。 理论板数按甲基丁香酚峰计算应不低于１５０００。
校正因子测定 精密称取正二十烷适量，加正

己烷制成每 １ ｍＬ 含 １８ μｇ 的溶液，摇匀，作为内标

溶液。 另精密称取甲基丁香酚对照品适量，加正己

烷制成每 １ ｍＬ 含 ２５ μｇ 的溶液。 精密量取上述两
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种溶液各 ５ ｍＬ，置具塞试管中，密塞，摇匀，取

１ μＬ，注入气相色谱仪，连续注样 ３ ～ ５ 次，按平均

峰面积计算校正因子。
测定法 精密量取本品 ５ ｍＬ，置分液漏斗中，精

密加入正己烷与内标溶液各 ５ ｍＬ，振摇 ２ ｍｉｎ，静置

１ ｈ，分取上层溶液，精密吸取 １ μＬ，注入色谱仪，测

定，即得。”
在应用上述方法对柴辛注射液中的细辛进行测

定时，发现该方法存在如下问题：①甲基丁香酚峰拖

尾严重，峰型对称性差；②内标峰及其他相邻杂质峰

与甲基丁香酚峰的分离度均小于 １． ０，严重干扰甲基

丁香酚峰的准确测定。 具体色谱图见图 １。

图 １　 第 １５７９ 号公告方法的测定结果

Ｆｉｇ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｙ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ Ａｎｎｏｕｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｏ． １７５９ｔｈ

　 　 为了解决上述问题，研究以甲基丁香酚为标记

物，新建了一种能准确测定柴辛注射液中细辛含量

的方法，以期更好的控制该类产品的质量。

１　 材料与方法

１． １　 仪器与试剂　 ＡＥ２４０ 电子天平，Ｍｅｔｔｌｅｒ 公司；

７８９０Ａ 气相色谱仪，Ａｇｉｌｅｎｔ 公司； ＤＢ － ＦＦＡＰ 色谱

柱，３０ ｍ０． ５３ ｍｍ， １． ００ μｍ，Ａｇｉｌｅｎｔ 公司；ＨＰ － ＩＮ⁃

ＮＯＷＡＸ，３０ ｍ０． ５３ ｍｍ， １． ００ μｍ 色谱柱，Ａｇｉｌｅｎｔ

公司；ＤＢ － ６２４，７５ ｍ０． ５３０ ｍｍ，３． ００ μｍ 色谱柱，

Ａｇｉｌｅｎｔ 公司；ＨＰ － ５，３０ ｍ０． ３２ ｍｍ， ０． ２５ μｍ 色谱

柱，Ａｇｉｌｅｎｔ 公司；７６９４Ｅ 顶空进样器，Ａｇｉｌｅｎｔ 公司。

正己烷和乙酸乙酯均为色谱纯，其他试剂均为

分析纯。

１． ２　 试药　 对照品：甲基丁香酚（批号：１１１６４２ －

２００３０１），１００％ ，中国食品药品检定研究院。

供试品：共 ６ 家企业生产的 ８ 批柴辛注射液，

规格均为 １０ ｍＬ（相当于原生药 ３０ ｇ）。

１． ３　 实验方法 　 气相色谱条件：以硝基对苯二甲

酚改性的聚乙二醇（ＦＦＡＰ）为固定相的毛细管色谱

柱（柱长 ３０ ｍ，内径 ０． ５３０ ｍｍ，膜厚 １． ００ μｍ），柱

温为程序升温，初始温度为 ７０ ℃，保持 １ ｍｉｎ，以每

分钟 ５ ℃的速率升温至 １７０ ℃，保持 １０ ｍｉｎ，再以

每分钟 ５ ℃的速率升温至 ２４０ ℃，保持 １０ ｍｉｎ；用
氢火焰离子化检测器检测，检测器温度 ２５０ ℃；进
样口温度 ２１０ ℃；以氮气为载气，流速为每分钟 ５
ｍＬ，分流比 １０∶ １。

供试品溶液、对照品溶液的制备方法及校正因

子的测定方法与第 １５７９ 号公告中的方法相同。
２　 结果与分析

２． １　 色谱柱的选择　 分别采用 ＤＢ － ＦＦＡＰ、ＨＰ －
ＩＮＮＯＷＡＸ 和 ＤＢ － ６２４ 三款色谱柱，按照 １． ３ 中的

气相色谱条件，对浓度为 ２５ μｇ ／ ｍｌ 的甲基丁香酚

对照品溶液进样测定，比较不同色谱柱条件下，甲
基丁香酚峰响应值的差异，结果见表 １。

表 １　 不同色谱柱时甲基丁香酚的峰面积

Ｔａｂ １　 Ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ Ｍｅｔｈｙｌｅｕｇｅｎｏｌ ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎｓ
色谱柱类型 ＤＢ － ＦＦＡＰ ＨＰ － ＩＮＮＯＷＡＸ ＤＢ －６２４

甲基丁香酚峰面积 １１２ ５４ ２７

　 　 表 １ 结果表明，三种色谱柱条件下， ＤＢ －

·１３·
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ＦＦＡＰ 色谱柱对甲基丁香酚的响应值最大，而 ＤＢ －
６２４ 的响应值最小，即甲基丁香酚的响应值与色谱

柱极性之间正相关。 为方便观察色谱峰，本研究选

择极性最强、对甲基丁香酚响应值最大的 ＤＢ －
ＦＦＡＰ 色谱柱。
２． ２　 供试品溶液制备方法的验证　 为了保证供试

品测定结果准确，本研究对供试品溶液制备的关键

环节 －提取方法进行了验证。
２． ２． １ 　 提取溶剂　 　 以 １ 号样品为研究对象，分
别以乙酸乙酯和正己烷为提取溶剂，按照 １． ３ 中的

方法进行提取并进样测定，比较提取得到的供试品

溶液中甲基丁香酚的峰面积，结果见表 ２。

表 ２　 不同提取溶剂时甲基丁香酚的峰面积

Ｔａｂ ２　 Ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ Ｍｅｔｈｙｌｅｕｇｅｎｏｌ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔｓ
提取溶剂 乙酸乙酯 正己烷

甲基丁香酚峰面积 ６９４５ ６９８０

　 　 表 ２ 结果表明，分别以乙酸乙酯和正己烷为提

取溶剂时，供试品溶液中提取得到的甲基丁香酚量

无明显差异，即两种溶剂对甲基丁香酚的提取效果

一致。 为了实验操作简便，本研究选择以正己烷为

提取溶剂，即与该制剂中柴胡鉴别［２］ 的提取溶剂保

持一致。
２． ２． ２　 正己烷用量 　 以 １、２、３ 号样品为研究对

象，分别取三种供试品各 ５ ｍＬ，平行取样 ２ 次，置于

６ 个分液漏斗中，向每个分液漏斗中分别加入正己

烷 ５ ｍＬ 和 １０ ｍＬ，再加入内标溶液各 ５ ｍＬ，按照 １．
３ 中的方法进行测定，比较供试品溶液中甲基丁香

酚的峰面积，结果见表 ３。

表 ３　 不同用量正己烷时甲基丁香酚的峰面积

Ｔａｂ ２　 Ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ Ｍｅｔｈｙｌｅｕｇｅｎｏｌ ｃｈａｎｇｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ

ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ
样品编号 正己烷 ５ ｍＬ 正己烷 １０ ｍＬ

１ ７２５２ ４７８０

２ ４７４３ ３１８６

３ ９８９ ６４１

　 　 表 ３ 结果表明，随着提取溶剂正己烷用量的增

加，供试品溶液中甲基丁香酚的峰面积呈现相应比

例的降低：以 １ 号样品为例，当正己烷用量为 ５ ｍＬ
时，提取溶液中有机溶剂的总体积为 １０ ｍＬ，当正己

烷用量为 １０ ｍＬ 时，提取溶液中有机溶剂的总体积

为 １５ ｍＬ，甲基丁香酚峰面积降低的比例与提取溶

液中有机溶剂体积增加的比例一致，即 ５ ｍＬ 的正

己烷和 １０ ｍＬ 的正己烷对甲基丁香酚的提取效果

相同。 为了便于观察色谱峰，本研究以甲基丁香酚

峰面积较大时正己烷的用量（５ ｍＬ）为提取溶剂的

用量。
２． ２． ３ 　 提取时间　 以 １、２、３ 号样品为研究对象，
分别取三种供试品各 ５ ｍＬ，平行取样 ２ 次，置于 ６
个分液漏斗中，加入正己烷及内标溶液各 ５ ｍＬ，其
中一份供试品溶液振摇 ２ ｍｉｎ，另一份供试品溶液

振摇 ５ ｍｉｎ，按照 １． ３ 中的方法进样测定，比较供试

品溶液中甲基丁香酚峰面积的差异。 结果见表 ４。

表 ４　 不同提取时间时甲基丁香酚的峰面积

Ｔａｂ ４　 Ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ Ｍｅｔｈｙｌｅｕｇｅｎｏｌ ｃｈａｎｇｉｎｇ

ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
样品编号 振摇 ２ ｍｉｎ 振摇 ５ ｍｉｎ

１ ７２５２ ７２３４

２ ４７４３ ４７６１

３ ９８９ ９８８

　 　 表 ４ 结果表明，振摇 ２ 分钟和 ５ 分钟得到的

供试品溶液中，甲基丁香酚的峰面积基本一致，
即振摇 ２ 分钟和振摇 ５ 分钟的提取效果相同。
为了保证实验效率，本研究选择 ２ 分钟为提取

时间。
２． ３　 方法学考察

２． ３． １ 　 专属性　 按照柴辛注射液的制法，制备不

含有细辛的阴性样品，按照 １． ３ 中的方法对阴性样

品进行测定，记录色谱图（图 ２）。 结果，阴性样品

在甲基丁香酚对照品色谱峰位置处无吸收峰，表明

制剂中的其他成分对甲基丁香酚的测定无干扰，方
法专属性良好。

·２３·
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图 ２　 对照图谱和阴性样品图谱

Ｆｉｇ ２　 ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２． ３． ２ 　 加样回收率　 对 ７ 号样品平行测定 ３ 次，
得到其甲基丁香酚平均含量为 ３３． ５ μｇ ／ ｍＬ。 取甲

基丁香酚对照品约 ５０ ｍｇ，精密称定，置于 １００ ｍＬ
量瓶中，用 Ｎ，Ｎ － 二甲基甲酰胺溶解并稀释至刻

度，即得浓度为 ０． ５１９ ｍｇ ／ ｍＬ 的甲基丁香酚对照品

储备液；精密量取储备液 １． ５ ｍＬ、３． ０ ｍＬ、４． ５ ｍＬ，分
别置于５０ｍＬ量瓶中，用含０． ３％ 丙二醇与０． ８％ 氯

化钠的溶液稀释至刻度，即得浓度分别为 １５． ５７、３１． １４
和 ４６． ７１ μｇ ／ ｍＬ 三种浓度的甲基丁香酚对照品溶液；
精密量取上述三种浓度的甲基丁香酚对照品溶液各

２． ５ ｍＬ，每种浓度平行取样 ３ 次，置于 ９ 个分液漏斗

中，分别精密加入 ７ 号样品各 ２ ５ ｍＬ，再分别精密加

入正己烷与内标溶液各 ５ ｍＬ，按照 １． ３ 中的方法进行

测定，计算回收率，结果见表 ５。

表 ５　 甲基丁香酚回收率测定结果

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ Ｍｅｔｈｙｌｅｕｇｅｎｏｌ
添加水平 样品中甲基丁香酚的量 ／ μｇ 添加量 ／ μｇ 测得值 ／ μｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ（ｎ ＝ ３）

５０％

１００％

１５０％

８３． ７５

３８． ９２５

７７． ８５０

１１６． ７７５

１２１． ７７

１２１． ８３、

１２２． ３３

１６４． ３４

１６１． ４５

１６３． ４９

２０４． １１

２０２． ０６

２０４． ２９

９７． ６８

９７． ８２

９９． １０

１０３． ５１

９９． ８１

１０２． ４３

１０３． ０７

１０１． ３１

１０３． ２３

９８． ２

１０１． ９

１０２． ５

０． ３％

０． ８％

０． ６％

　 　 表 ５ 结果表明，向浓度为 ３３． ５ μｇ ／ ｍＬ 的柴辛注

射液中添加对照品溶液，进行加样回收率实验时，在
５０％、１００％、１５０％三种添加水平下的平均回收率分别

为 ９８． ２％、１０１． ９％、１０２． ５％，表明方法的准确度良好。
另外，由于柴辛注射液的制法为，为了保证用

于添加的对照品溶液与供试品溶液配方一致，本研

究在上述回收率实验中，分别采用 Ｎ，Ｎ － 二甲基甲

酰胺和含 ０． ３％ 丙二醇与 ０． ８％ 氯化钠的溶液，配

制用于添加的对照品储备液和对照品溶液，从而保

证添加回收测定结果准确。
２． ３． ３　 重复性　 配制浓度约为 ２５ μｇ ／ ｍＬ 的甲基

丁香酚对照品溶液，按照 １． ３“校正因子测定”中的

方法进行测定，平行操作 ６ 次，计算 ６ 个校正因子

的 ＲＳＤ，结果为 ０． ５％ ，表明方法的重复性良好。
２． ３． ４　 定量限　 配制不同浓度的甲基丁香酚对照

品溶液，按照 １． ３ 中的方法进行测定，计算甲基丁

·３３·
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香酚峰的信噪比。 结果，当甲基丁香酚对照品溶液

浓度约为 １ μｇ ／ ｍＬ 时，其信噪比为 １１． ２。 所以，本
方法的定量限为 １ μｇ ／ ｍＬ。
２． ３． ５　 线性及范围　 精密量取甲基丁香酚对照品

储备液适量，置于不同的容量瓶中，用正己烷稀释

至刻度， 制得浓度分别为 １ μｇ ／ ｍＬ、 ２ μｇ ／ ｍＬ、
４ μｇ ／ ｍＬ、１０ μｇ ／ ｍＬ、 ２０ μｇ ／ ｍＬ、 １００ μｇ ／ ｍＬ、 ２００
μｇ ／ ｍＬ、５００ μｇ ／ ｍＬ、１０００ μｇ ／ ｍＬ、５０００ μｇ ／ ｍＬ 的对

照品溶液，按照 １． ３ 中的方法进样测定，记录色谱

图，以浓度 Ｘ（μｇ ／ ｍＬ）对甲基丁香酚与内标峰面积

之比 Ｙ 作图，得到甲基丁香酚的回归方程为 Ｙ ＝
０． ０３０２Ｘ ＋ ０． １１２９，Ｒ２ ＝ １，线性范围为 １ μｇ ／ ｍＬ ～
５０００ μｇ ／ ｍＬ，线性关系图见图 ３。

图 ３　 甲基丁香酚线性关系图

Ｆｉｇ ３　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ Ｍｅｔｈｙｌｅｕｇｅｎｏｌ

２． ３． ６　 耐用性考察　 本研究对 １． ３ 中的气相色谱

条件进行了耐用性考察，结果表明，当初始柱温在

７０ ℃ ±２０ ℃、进样口温度在 ２１０ ℃ ±２０ ℃、检测器

温度在 ２５０ ℃ ±２０ ℃范围内变化时，甲基丁香酚峰

的对称性、甲基丁香酚峰与相邻峰的分离度均未见

明显变化，方法的适用性良好。
另外，本研究以 １ 号样品为研究对象，比较了

不同升温速率条件下，供试品溶液中甲基丁香酚峰

与相邻杂峰的分离度，结果如下。

表 ６　 升温速率的比较

Ｔａｂ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｈｅａｔｉｎｇ ｒａｔｅｓ
升温速率 ５ ℃ ／ ｍｉｎ １０ ℃ ／ ｍｉｎ ２５ ℃ ／ ｍｉｎ

与相邻峰的分离度 ２． ５、４． １ １． ８、３． ３ １． ６、２． ９

　 　 上述结果表明，升温速率越快，甲基丁香酚峰

与相邻峰的分离度越差。 为了兼顾时间效率和分

离效果，本研究最终选择 ５ ℃ ／ ｍｉｎ 作为升温速率。
２． ４　 样品测定　 按照 ２． ２ 中的方法对 １． １ 中的 ８
批样品进行甲基丁香酚含量测定，结果见表 ７。

表 ７　 样品中甲基丁香酚测定结果

Ｔａｂ ７　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌｅｕｇｅｎｏｌ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ
１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８

甲基丁香酚含量
（μｇ ／ ｍｌ） １７０９ １１１８ ２２８ １１７４ １１８７ １１８１ ３３． ５ １７６２

ＲＳＤ（％ ） ０． ５ ０． ４ １． ８ ２． ０ １． ４ ２． ２ ２． ２ ０． ２

代表性色谱图如下：

图 ４　 １ 号样品的气相色谱图

Ｆｉｇ ４　 Ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ １
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３　 讨论与结论

研究以甲基丁香酚为标记物［２ － ４］，新建了一种

柴辛注射液中细辛含量的测定方法，解决了原方法

中甲基丁香酚峰拖尾严重、其他相邻峰干扰测定等

问题；并按照《中国兽药典》二部附录 ９０１１“兽用中

药质量标准分析方法验证指导原则”的要求［５］，对
新建方法的专属性、回收率、重复性、线性及范围、
定量限、耐用性等进行了考察，考察结果表明，新建

方法专属性强、准确度高、耐用性好。
本研究开发建立的气相色谱条件，不但可以测

定柴胡注射液中细辛的含量，还可以同时对其中的

柴胡进行测定［６］。 本研究新建的方法适用性良好，
为该类制剂质量标准提升提供了科学依据。
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