
取绿原酸对照品溶液为分析对象 o以 uss °°²̄ # �
pt硼

酸 k³� {1sl为运行缓冲液 o在 uss ∗ wss ±°进行二极管阵列

扫描 o结果在 vu{ ±°处吸收大 o检测灵敏度高 o基线稳定 ∀

故选择 vu{ ±°为检测波长 ∀

312  缓冲液 ³�值的选择

绿原酸为酚酸类化合物 o具有弱酸性 o缓冲液的条件摸

索主要在 ³�值 z ∗ |弱碱性范围内进行 ∀随着 ³�值的增

加 o绿原酸与周围物质的分离度增大 o迁移时间也随之增长 ∀

结果表明 o当 ³�为 {时 o绿原酸与周围物质能够达到基线分

离且迁移时间适宜 ∀

313  缓冲液的种类和浓度的选择

考察了磷酸盐 !硼砂和硼酸缓冲液系统 ∀试验发现采用

硼酸为缓冲液时 o峰形对称 o分离效率高 o且当浓度达到 uss

°°²̄# �
pt时 o绿原酸与周围组分分离度达到最佳 ∀

314  有机溶剂对分离的影响

在毛细管电泳中 o有机溶剂作为改性剂 o可以改善分离 ∀

本试验考察了甲醇含量为 xh ∗ uxh对分离的影响 ∀结果表

明 o随着甲醇含量的增加 o绿原酸与周围组分的分离度增加 o

但是迁移时间增长 o且焦耳热增加使得基线噪音变大 ∀故最

终确定缓冲液系统为 uss °°²̄# �
pt硼酸含 tsh甲醇 k³� �

{1sl∀

315  运行电压的选择

提高分离电压可以缩短分析时间 o试验中考察了 ts ∗ vs

®∂电压时绿原酸的分离情况 ∀电压为 vs ®∂ 时分离时间

短 o分离效率高且峰形尖锐 o因此选择 vs ®∂为分离电压 ∀

316  高效毛细管电泳作为一种新的分离分析方法 o具有高

效 !快速 !操作成本低 !试剂用量少等突出优点 o在药物分析

中得到日益广泛的应用 ∀本试验建立的乌骨藤药材及其制

剂中绿原酸的毛细管电泳分离分析方法 o可使绿原酸与其他

组分得到完全分离 o为乌骨藤及其制剂中绿原酸的含量分析

提供了一种新的色谱参考条件 ∀
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摘要 }目的  建立黄体酮氢化可的松霜中黄体酮和氢化可的松含量测定的高效液相法 ∀方法  采用 ≤t{
色谱柱 oo流动相为乙

腈 2水 ktΒtlo检测波长为 uws ±°o流速为 t1s °�# °¬±
pt ∀结果  黄体酮浓度在 {1stu ∗ ws1sy Λª# °�

pt内与峰面积呈良好的

线性关系 kρ� s1||| |tlo平均回收率为 ||1xyh k� ≥⁄h为 t1wzh l∀氢化可的松浓度在 x|1wv ∗ tv{1yz Λª# °�
pt内与峰面

积呈良好的线性关系 kρ� s1||| |wlo平均回收率为 tss1t|h k� ≥⁄h为 t1u{h l∀结论  本法简便 !快捷 o结果准确 o适用于该
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  黄体酮氢化可的松霜是根据 5上海市医院制剂手册 6

k第三版 l
≈t 配制的医院制剂 o我院长期用于治疗阴道湿疹 o

疗效确切 o临床效果较好 ∀但该制剂质量控制仅限于定性分

析 o为了完善该制剂质量标准 o更好地控制剂质量 o笔者建立

了高效液相法同时测定黄体酮 !氢化可的松含量的方法 o取

得满意效果 o现报道如下 ∀

1  仪器与试药

• ¤·̈µ¶txuw高效液相色谱仪 o• ¤·̈µ¶uw{z型紫外检测

器 o�µ̈ ½̈̈ 色谱工作站 o�∞ p uws型电子分析天平 k梅特勒 2托

利多 lo黄体酮 k上海轻工实验厂 o批号 usswsys{lo氢化可的

松 k江苏联环药业集团扬州制药有限公司 o批号 ussxsws|lo

黄体酮氢化可的松乳膏 k本院自制 o批准文号 }苏药制字

�swsstsvtlo乙腈 k色谱纯 lo纯化水 o其他试剂均为分析纯 o

辅料均为药用规格 ∀

2  方法和结果

211  色谱条件

色谱柱 }美国 • ¤·̈µ¶≥¼°° ·̈µ¼ ≤t{ kw1y °° ≅ uxs °°ox

Λ° lo流动相 Β乙腈 Β水 � tΒto流速 }t1s °�# °¬±
pt
o检测波

长 }uws ±°o柱温 }vx ε o进样量 }us Λ�∀

212  对照品液的制备

精称 tsx ε 干燥至恒重的黄体酮对照品 us1zz °ªo氢化

可的松对照品 t|1{t °ªo置 tss °�量瓶中 o加甲醇适量使溶

解 o并稀释至刻度 o摇匀 o精密量取稀释液 x °�o置 xs °�量

瓶中加甲醇至刻度 o摇匀 o即得 ∀

213  供试品液的制备

取样品 t ªk约相当于黄体酮 u °ªo氢化可的松 ts °ªlo

精密称定 o置烧杯中 o加甲醇适量 o水浴加热使溶解 o在冰水

浴中冷却 o过滤至 tss °�量瓶中 o用甲醇反复冲洗烧杯和滤

器 o洗液并入量瓶 o并稀释至刻度 o摇匀 o用 s1wx Λ°微孔滤

膜滤过 o即得 ∀

214  阴性对照液的制备

按处方量去掉黄体酮和氢化可的松 o制成黄体酮氢化可

的松霜基质 o精密称取基质 t1sst ªo置烧杯中 o其余操作同

供试品的制备即可 ∀分别取对照品液 !供试品 !阴性对照液

各 us Λ�o注入高效液相色谱仪 o结果见图 t ∗ v∀图 1  

空白基质液 � °�≤色谱图 kτ� � w1| °¬±l

Φιγ 1  � °�≤ 2¦«µ²°¤·²ªµ¤° ²©¥̄¤±® ¤§­∏√¤±·

  由图可知 o样品在此条件下得到很好的分离 o基质无干

扰 o理论塔板数黄体酮不低于 x vss∀氢化可的松不低于

w vss∀

215  线性关系

21511  黄体酮的线性关系  精密称取 tsx ε 干燥至恒重的

黄体酮 {s1tu °ª置 tss °�量瓶 o用甲醇适量超声溶解 o放置

至室温 o定容 o摇匀 o作为储备液 o精密吸取此储备液 t1so

u1sov1sow1sox1s °�分别置于 tss °�量瓶中 o用甲醇稀释

至刻度 o摇匀 o即得 ∀在上述色谱条件下 o进样 us Λ�o注入色

谱仪 o记录色谱图 o以峰面积 (Α)对浓度 (Χ)进行线性回归 ,

回归方程为 Α � p xt yss Χ n tv {us(ρ� s1||| |tlo黄体酮

浓度在 {1stu ∗ ws1sy Λª# °�
pt内线性关系良好 ∀

21512  氢化可的松的线性关系  精密称取 tsx ε 干燥至恒

重的氢化可的松 t|1{t °ª置 tss °�量瓶 o用甲醇适量超声

溶解 o放置至室温 o定容 o摇匀 o作为储备液 o精密吸取此储备

液 v1sow1sox1soy1soz1s °�分别置于 ts °�量瓶中 o用甲醇

稀释至刻度 o摇匀 o即得 ∀在上述色谱条件下 o进样 us Λ�o注

入色谱仪 o记录色谱图 o以峰面积 (Α)对浓度 (Χ)进行线性回

归 ,回归方程为 Α � p xs xss Χ n {v {ss(ρ� s1||| |wlo氢

化可的松浓度在 x|1wv ∗ tv{1yzx Λª# °�
pt内线性关系

良好 ∀

216  精密度试验

取同一份对照品溶液 o重复进样 x次 o分别记录黄体酮

和氢化可的松峰的面积 o黄体酮和氢化可的松 � ≥⁄为 t1sth

#xxt#中国现代应用药学杂志 uss{年 w月第 ux卷第 u期                ≤«¬± �� �°ouss{ �³µ¬̄o∂ ²̄qux �²qu



和 s1{h ∀

217  稳定性试验

取同一份供试品在 souowoy «测定 o记录黄体酮和氢化

可的松峰面积 o黄体酮和氢化可的松的 � ≥⁄为 t1xvh 和

t1tuh o说明供试液在 y «内是稳定的 ∀

218  重复性试验

取同一批号样品 o按 / u1v0项下方法配制 x份测定液 o按

上述色谱条件分别进样 us Λ�o注入高效液相色谱仪 o记录黄

体酮和氢化可的松 o根据上述标准曲线计算两者含量 1结果

黄体酮平均含量为 ||1xyh k标示量 lo� ≥⁄为 t1wzh ~氢化

可的松平均含量为 tss1t|h k标示量 lo� ≥⁄为 t1u{h ∀

219  回收率实验

分别取 v份空白基质 o精密加入黄体酮和氢化可的松适

量 k{sh otssh otush lo按 / u1v0项制备供试品液 1取供试

品液精密进样 us Λ�o每个样品连续测定 v次 o计算回收率 ∀

结果见表 t∀

表 1  回收率试验 kν � vl

Ταβ 1  � ¶̈∏̄·¶²©µ̈¦²√ µ̈¼ ·̈¶·¶kν � vl

试药
加入量

rΛª# °�pt

测得量

rΛª# °�pt

回收率

rh

平均

回收率 rh

� ≥⁄

rh

黄体酮 tyqst txq{u |{q{t

usqty t|q{| |{qyy ||qxy tqwz

uwqvu uwqyu tstquv

氢化可的松 {sqtu {tq{| |{qzu

tstqtv tstq|y |{q{u tssqt| tqu{

tusqzy tuuqst tstqsv

  结果表明 o高 o中 o低 v水平的回收率良好 ∀黄体酮的平

均回收率为 ||1xyh k� ≥⁄ � t1wzh oν � vlo氢化可的松的平

均回收率为 tss1t|h k� ≥⁄ � t1u{h oν � vl∀

2110  样品测定

取样品 t ªo精密称定 o置烧杯中 o加甲醇适量 o水浴加热

使溶解 o在冰水浴中冷却 o过滤至 tss °�量瓶中 o用甲醇反

复冲洗烧杯和滤器 o洗液并入量瓶 o并稀释至刻度 o摇匀 o用

s1wx Λ°微孔滤膜滤过 o即得 ∀按供试品液的制备方法制备

并测定峰面积 o代入线性方程计算 o测定 v个批次样品 o结果

见表 u∀

表 2  样品含量测定 kν � vl

Ταβ 2  � ¶̈∏̄·¶©²µ¦²±·̈±·§̈ ·̈µ°¬±¤·¬²± ²©¶¤°³̄ ¶̈kν � vl

样品批号
黄体酮的含量

k标示量 h l
� ≥⁄rh

氢化可的松的含量

k标示量 h l
� ≥⁄rh

ussysts{ tssqy tqvy tsuqzx tqxy

ussysvsv |zqzs tq|x tsvqs| tq|u

ussyswsy |{qut tqtz |zqxy tqwx

3  讨论

流动相的选择 }笔者曾根据中国药典 ≈u 方法选用甲醇 2

水体系 o但黄体酮和氢化可的松与基质均不能分离 o选用乙

睛 2甲醇 2水体系 o黄体酮和氢化可的松可获得很好的分离 o但

氢化可的松与空白基质分不开 ~在试验中发现 o乙腈 2水体系

中水的比例至关重要 o对黄体酮出峰时间影响较大 o对氢化

可的松出峰时间影响较小 o通过反复多次实验 o选用乙腈 2水

� tΒt体系能达到满意分离效果 ∀
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