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坐标(Y)，淫羊藿苷对照品进样量(ng)为横坐标(X)

绘制标准曲线，得回归方程为：Y=182 541.5X+ 

8 106.2(r=0.999 9) 。 结 果 表 明 ， 淫 羊 藿 苷 在

20~1 000 ng 内，进样量与峰面积积分值呈良好的

线性关系。 

2.2.7  仪器精密度试验  取同一份供试品溶液，

连续进样 6 次，测定峰面积积分值，RSD 为 0.41%，

表明仪器精密度良好。 

2.2.8  稳定性试验  取同一份供试品溶液，分别

于 0，2，4，6，8，10 h 测定峰面积积分值，RSD

为 0.77%，表明 10 h 内稳定性良好。 

2.2.9  重复性试验  精密称取同一批样品 6 份，

按“2.2.3”项下方法制备，按“2.2.4”项下方法

测定，结果平均含量为 0.178 mg·g1，RSD=1.81%。  

2.2.10  加样回收率试验  取已测定含量的阳春片

适量，研细，取粉末(淫羊藿苷含量为0.178 mg·g1)

约1 g，精密称定，平行取样6份。另取淫羊藿苷对

照品4.75 mg 置25 mL 量瓶中，加甲醇使溶解并稀

释至刻度，摇匀(浓度为0.190 mg·mL1)。精密吸取

上述溶液1 mL，分别加入6份样品，按“2.2.3”项

下方法制备，进样测定，计算回收率，结果见表1。 

2.2.11  样品含量测定  按“2.2.4”含量测定方法，

测定了本品3批样品中的淫羊藿苷含量，结果含量

分别为0.178，0.195，0.202 mg。 

表 1  淫羊藿苷回收率测定结果(n=6) 

Tab 1  Determination results of recovery tests(n=6) 

含量/mg
已知量/

mg 

测定量/

mg 

回收率/ 

% 

平均回

收率/%

RSD/
% 

0.187 0.190 0.374 98.42 

0.195 0.190 0.380 97.90 

0.188 0.190 0.378 100.00 

0.195 0.190 0.381 97.89 

0.192 0.190 0.379 98.42 

0.190 0.190 0.384 102.11 

99.12 1.67 

3  讨论 

曾对本试验的 HPLC 样品前处理进行考察，

如仅用乙醇提取，极性大的杂峰过多，对淫羊藿

苷峰造成一定的干扰，增加液液萃取步骤后，杂

质干扰明显减少。 

本试验对乙腈-0.1%磷酸、乙腈-水[1]、甲醇-1%

醋酸 [2]等流动相条件进行了考察，结果发现乙

腈 -0.1%磷酸系统得到的色谱峰峰形、分离度 好。 
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摘要：目的 研究胸腺肽 α1 原料含量测定和有关物质考察方法。方法  采用反相高效液相色谱法测定，Vydac C18 色谱柱

(250 mm×4.6 mm，5 m)；流动相：0.02 mol·L-1 磷酸盐缓冲液(pH 7.00)-异丙醇(95∶5)；柱温：25℃，检测波长：215 nm。

结果  胸腺肽 α1 线性范围为 0.01~0.83 mg·mL1 (r=0.999 8)。 低检出量为 10 ng。有关物质含量为 2.5%~2.6%。结论  该

方法简便、可靠、准确，可用于胸腺肽 α1 含量测定和有关物质考察。 
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ABSTRACT：OBJECTIVE  To assay the content and related substances of thymosin 1. METHODS HPLC was exploited 

to determinate the content and related substances of thymosin 1 at 215 nm. The separation was performed on Vydac C18 

column (250 mm×4.6mm，5 m) with the mobile phase of 0.02 mol·L1 phosphate buffer (pH 7.00)-isopropanol(95∶5) under 

25 . ℃ RESULTS  The linearity was obtained over the range of 0.010.83 mg·mL1(r=0.999 8). The LOD was 10 ng. Related 

substances were 2.5%2.6%. CONCLUTION The method is simple, convenient, accurate and can be employed to assay the 
content and related substances of thymosin α1 for its quality control. 

KEY WORDS: thymosin 1; HPLC 
 

胸腺肽 α1是由 28个氨基酸残基组成的直链多

肽，美国 SciClone 公司(赛生公司)率先合成并上市 

[商品名：日达仙(Zadaxin)]，已在全球 21 个国家

或地区上市[1]。1996 年 11 月在中国正式上市。目

前临床上主要应用于治疗血清 HBV-DNA 阳性的

18 岁以上的慢性乙型肝炎患者，其肝病有代偿性

和有乙肝病毒复制；包括接受慢性血液透析和老

年病免疫系统功能受到抑制者，日达仙能增强患

者对流感疫苗或乙肝疫苗的免疫应答。血液透析

患者研究显示，接种流感疫苗后，应用日达仙，

65%的患者产生抗流感病毒抗体滴度水平增高 4

倍以上[2-3]。 

我国是肝炎大国，有 10%的国民为乙肝病毒

携带者，而进口药品售价较高(日达仙在我国市场

每盒 2 支售价为 1 813 元)。为了满足广大患者的

需要，笔者进行胸腺肽 α1 的立项开发研究。胸腺

肽 α1 的测定方法有高效毛细管电泳法[4]、SEC 色

谱技术[5]等，目前还无统一的国家标准。为了控制

产品质量，笔者采用高效液相色谱对其含量测定

和有关物质检查方法进行了研究。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试药 

Waters 2690 液相色谱仪，Waters 996 二极管阵

列检测器 (美国 )；色谱柱：Vydac C18(250 mm×

4.6 mm，5 m)(美国)；Milli-Q 超纯水系统(Millipore，

美国)；日立 L-8500 型氨基酸自动分析仪。 

胸腺肽 α1 对照品(纯度：99.5%)和原料药由本

实验室合成并提供(批号：TA-001S、TA-1、TA-2、

TA-3)。其余试剂均为分析纯。 

1.2  色谱系统 

流动相：0.02 molL1 磷酸盐缓冲液(pH 7.00)-

异丙醇(95∶5)；柱温：25 ℃；检测波长：215 nm；

进样量：20 L；流速：1.0 mL·min1。 

1.3  溶液配制 

1.3.1  对照品溶液  精密称取胸腺肽 α1 对照品

2 mg 溶于 5 mL 纯水中。 

1.3.2  样品溶液  精密称取胸腺肽 α1原料药 2 mg

溶于 5 mL 纯水中。 

1.4  有关物质考察 

按中国药典 2005 年版附录二部ⅤD 项下

HPLC 试验方法。 

1.5  含量测定 

取样品 2 mg，精密称量，放入 5 mL 棕色量瓶

中，加入水溶解并定容。按“1.2”色谱条件进样

测定，按外标法计算含量。 

2  结果 

2.1  有关物质考察 

按“1.5”项下试验，按照归一化方法计算。

试验结果见图 1。3 批样品中有关物质含量分别为

2.5%、2.5%和 2.6%，低于 5%。 

 
图 1  有关物质考察高效液相色谱图 
1，3有关物质峰；2主成份峰 

Fig 1  HPLC chromatogram of the related substances 
1, 3related substance peaks; 2main component peak 

2.2  胸腺肽 α1 含量测定 

2.2.1  系统适用性试验 

2.2.1.1  仪器精密度试验  取对照品适量，精密称

定，加水溶解配成 0.82，0.41，0.20 mgmL1 溶液，

每个浓度进样 5 次。并计算理论板数和仪器精密

度。结果表明，理论板数均大于 2000，进样相对

偏差小于 1.0%，系统能够满足测定要求。 

2.2.1.2  线性范围  精密称取本品适量，用水溶

解，配成分别为 0.01，0.02，0.04，0.05，0.11，

0.21，0.42，0.83 mgmL1 的溶液，按“1.2”色谱
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条件进样。得到回归方程：A=12 775+6.064×106C 

(r=0.999 8)。结果表明，本品在 0.01~0.83 mgmL1

内具有良好的线性关系。 

2.2.1.3  低检测限  精密称取本品适量，用水溶

解并稀释至一定的倍数，按“1.2”色谱条件进样，

直至主峰的高度为基线噪音的 3 倍。测得的 低

检出量为 10 ng。 

2.2.1.4  稳定性试验  取样品溶液分别于 0，0.5，

1，2，3，4，6，8 h 进样测定，记录峰面积。RSD

为 1.97%，表明样品溶液在 8 h 内稳定性良好。 

2.2.1.5  重复性试验  精密称取同一批号样品，按

“1.5”项下方法处理，平行 5 份。依法测定计算，

含量结果 RSD 为 2.12%。 

2.2.2  含量测定  取 3 批样品 2 mg，精密称量，

放入 5 mL 棕色量瓶中，加入水溶解并定容。按

“1.2”色谱条件进样测定，按外标法计算含量。

含量分别为 98.5%，98.1%，98.6%。 

2.2.3  降解产物对测定的影响 

2.2.3.1  酸水解   精密称取本品 2.5 mg，加入

1 molL1 盐酸 1 mL，室温放置 24 h。用 1 molL1 

NaOH 中和，定容至 5 mL。按“1.2”色谱条件进

样，记录色谱图。 

2.2.3.2  碱水解   精密称取本品 2.5 mg，加入

1 molL1 NaOH 1 mL，室温放置 24 h，用 1 molL1

盐酸中和，定容至 5 mL。按“1.2”色谱条件进样，

记录色谱图。 

试验结果表明，酸和碱均使本品降解，降解

产物能够与主峰分离，表明降解产物对胸腺肽 α1

含量测定无影响。 

2.2.4  凯氏定氮法验证含量测定法 

胸腺肽 α1 为多肽药物，在紫外末端吸

收。为了验证 HPLC 测定法的准确度，采用了经

典的凯氏定氮法进行含量测定。具体方法如下： 

取经 P2O5干燥至恒重的本品适量(6~7 mg，约相

当于含氮量 1 mg)，精密称定，置 50 mL 干燥的凯氏

烧瓶中，加 K2SO4 0.3 g 与 30% CuSO4溶液 5 滴，依

法测定(中国药典 2005 年版二部附录 DⅦ 第二法)，馏

出液用硫酸滴定液(0.005 molL1)滴定，每 1 mL 相当

于 0.942 5 mg 胸腺肽 α1(C129H215N33O55)。3 批样品含

量分别为 98.3%，98.5%和 98.1%。结果表明，采用

HPLC 和凯氏定氮法测得的含量一致。 

2.2.5  肽含量测定验证含量测定法 

2.2.5.1  氨基酸组成分析  采用日立 L-8500 型氨

基酸自动分析仪测定样品的氨基酸组见表 1。  

表 1  氨基酸组份分析结果 

Tab 1  Compositions of amino acids 

氨基酸残基 理论值 
TA-1 

测定值 

TA-2 

测定值 

TA-3 

测定值 

Asp 4 3.97 3.96 3.97 

Thr 3 2.82 2.82 2.82 

Ser 3 2.68 2.69 2.69 

Glu 6 7.03 7.01 7.03 

Ala 3 3.11 3.13 3.10 

Val 3 2.28 2.28 2.30 

Ile 1 0.96 0.96 0.96 

Leu 1 1.05 1.06 1.04 

Lys 4 4.08 4.07 4.07 

结果表明，3 批胸腺肽 α1 原料药在实验误差范

围内各组分氨基酸含量和理论值基本一致。 

2.2.5.2  肽含量  参照英国药典(1999 年版)鲑鱼

降钙素(Salcatonin)的质量标准[6]原料药检查项下肽

含量计算方法，依据氨基酸组分分析的结果，进行

了肽含量的测定，结果见表 2。结果表明，3 批样

品的肽含量均在 90%以上。 

按如下公式计算肽含量(P)： 

P=
MV

)AV(840310

1 
  

A：氨基酸残基(Asp，Glu，Ala，Ile，Leu，Lys)

的平均摩尔数；V：水解物终体积(mL)；V1：分析

时的进样体积(mL)；M：水解供试品的重量(g)。     
表 2  肽含量测定结果 

Tab 2  Peptide contents 

批号 
供试品 

重量/mg 

水解物终 

体积/mg 

进样体 

积/μL 
肽含量/%

TA-1 3.32 10.0 10.0 93.1 

TA-2 4.45 10.0 10.0 91.2 

TA-3 4.52 10.0 10.0 92.1 

3  讨论 

3.1  有关物质检查 

胸腺肽 α1 是具有 28 个氨基酸残基的多肽化合

物，采用固相合成法合成得到。因此，不可避免存

在与其相关的杂质成分。由于该药物为静脉注射给

药，根据药品质量有关要求，必须控制其含量。本

试验采用HPLC峰面积归一化法对有关物质总含量

进行检查，即计算除主成份峰之外的其他杂峰的峰

面积百分比之和，作为有关物质总含量。 

3.2  检测波长确定 

取对照品 2 mg，精密称量，加入 5 mL 棕色量

瓶中，加入水溶解并定容。在 200~600 nm 内扫描。



 

·268·      Chin JMAP, 2010 March, Vol.27 No.3                                     中国现代应用药学 2010 年 3 月第 27 卷第 3 期 

样品在 200 nm 处有 大吸收。为了方便检测，选

择 215 nm 作为检测波长。 

3.3  HPLC 可行性 

采用本试验的方法对 3 批样品进行含量测定

和有关物质考察，并用凯氏定氮法和肽含量测定

对含量测定进行验证，测得结果与 HPLC 的测定

结果一致。结果表明，该方法稳定可靠，具有良

好的系统适用性，能够用于控制胸腺肽1 的质量。 
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大孔吸附树脂分离纯化延胡索总生物碱 
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摘要：目的  用大孔吸附树脂对延胡索总生物碱进行分离纯化研究。方法  以总生物碱的吸附量和解吸附率为考察指标，

选择纯化工艺。结果  D101 型大孔吸附树脂对延胡索生物碱具有较大吸附量。洗脱方法为先以纯水除去杂质，再以 0.2 

mol·L1 盐酸 50%乙醇洗脱，收集洗脱液。结论  用本法分离纯化延胡索总生物碱简单、可行。 

关键词：大孔吸附树脂；延胡索；生物碱 
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Separation and Purification Processes of Total Alkaloids from Corydalis Yanhusuo with Macroporous 
Adsorption Resins 
 
ZHOU Wenwei1, YE Yiping2 (1.Ningbo No.2 Hospital, Ningbo 315010, China; 2.Zhejiang Academy of Medical Sciences, 

Hangzhou 310013, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the optimal separation of the total alkaloids from Corydalis yanhusuo by selecting 
appropriate macroporous adsorption resins. METHODS  To evaluate the separating efficiency by measuring the adsorption 
ratio, eluting ratio of the total alkaloids as indexes. RESULTS  The D101 macroporous adsorption resins have the best 
adsorption capacity and the optimal separating efficiency with the following eluting method: the extract liquid was applied to 

resin column, then the resin was washed by water to remove impurity and the total alkaloids were desorbed by 0.2 mol·L1 
hydrochloride 50% ethanol. CONCLUSION  This method is simple, feasible and can be used for separation and purification of 
the total alkaloids from Corydalis yanhusuo.  
KEY WORDS: macroporous adsorption resins; Corydalis yanhusuo; alkaloids 

 

延 胡 索 为 罂 粟 科 植 物 延 胡 索 (Corydalis 

yanhusuo W.T. Wang)的干燥根茎，是镇痛、活血

化淤的传统中药[1]。生物碱是延胡索的主要成分，

包括叔胺碱和季铵碱，具有镇痛和治疗心血管疾

病的作用 [2-3]。近年来，大孔吸附树脂在中药有

效成分的提取分离，尤其是水溶性成分的分离

中，显示着越来越重要的作用。文献报道了应用

大孔树脂分离纯化延胡索生物碱，但一般采用延

胡索乙素作为含量测定指标或以延胡索乙素测定

总碱[4-5]。本实验应用大孔吸附树脂法对延胡索中
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