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ＨＰＬＣ同时测定通窍益心丸中华蟾酥毒基和脂蟾毒配基的含量
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摘要：目的　建立测定通窍益心丸中华蟾酥毒基和脂蟾毒配基含量的反相高效液相色谱法。方法　采用 ＥｌｉｔｅＳｉｎｏＣｈｒｏｍ
ＯＤＳ２色谱柱，以０．５％磷酸二氢钾溶液（ｐＨ３．２）乙腈（５２∶４８）为流动相，流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长：２９６ｎｍ。结果　华
蟾酥毒基回收率９９．７７％，ＲＳＤ＝０．４９％；脂蟾毒配基回收率９９．３９％，ＲＳＤ＝０．６０％。结论　本法简便准确，专属性强，可用于
控制该制剂质量。
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　　通窍益心丸是广东宏兴集团股份有限公司宏兴
制药厂独家生产的中成药，由人工麝香、人工牛黄、

蟾酥、珍珠、冰片、三七、人参、水牛角干浸膏、胆酸钠

等组成，具有活血化瘀，益气强心，通窍止痛的功效，

是治疗气滞血瘀，胸痹心痛，心悸气短，冠心病引起

的心绞痛、心功能不全、心律失常的心脏良药。原标

准收载于《卫生部药品标准中药成方制剂第二十

册》，该标准没有含量测定项，本实验采用 ＨＰＬＣ测
定通窍益心丸中华蟾酥毒基和脂蟾毒配基的含量，

结果准确，重复性好，专属性强，可用于通窍益心丸

的质量控制。

１　实验材料
１．１　药品和试剂

通窍益心丸（广东宏兴集团股份有限公司宏兴

制药厂生产，１０个批号），通窍益心丸缺蟾酥阴性制
剂（广东宏兴集团股份有限公司宏兴制药厂提供）；

华蟾酥毒基对照品（中国药品生物制品检定所，

１１０８０３２００５０４，供含量测定用）；脂蟾毒配基对照品
（中国药品生物制品检定所，０７１８９３０６，供含量测定
用）；乙腈为色谱纯（Ｍｅｒｃｋ）；甲醇、磷酸为分析纯

（广州化学试剂厂）；磷酸二氢钾为分析纯（天津市

化学试剂一厂）；水为重蒸水。

１．２　仪器
Ａｇｉｌｅｎｔ１２００液相色谱仪（包括 ＧＡ１３１１Ａ四元

泵、Ｇ１３１４Ｂ可变波长检测器、Ｇ１３１６Ａ柱温箱、
Ｇ１３２９Ａ自动控温进样器、ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ工作站）；
ＳｈｉｍａｄｚｕＵＶ２２０１紫外分光光度计；ＭＥＴＴＬＥＲ
ＴＯＬＥＤＯＡＬ２０４电子分析天平 （万分 之 一）；
ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯＸＳ２０５电子分析天平（十万分之
一）；ＳＹ３２００Ｄ超声波清洗器（上海声源超声波仪
器设备有限公司）。

２　方法与结果
２．１　色谱分析条件

ＥｌｉｔｅＳｉｎｏＣｈｒｏｍＯＤＳ２（４．６ｍｍ×２００ｍｍ，５
μｍ）；０．５％磷酸二氢钾溶液（ｐＨ３．２）乙腈（５２∶
４８）为流动相；流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长２９６
ｎｍ，柱温：３０℃，理论板数按华蟾酥毒基峰、脂蟾毒
配基峰计算应分别不低于４０００［１］，分离度大于１．５。
２．２　供试品溶液的制备

取本品８０丸，精密称定，研细，取约０．５ｇ，精密
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称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇１０ｍＬ，称定
重量，密塞，超声处理（功率１５０Ｗ，频率５５ｋＨｚ）６０
ｍｉｎ，放冷，再称定重量，用甲醇补足减失的重量，摇
匀，用０．４５μｍ的微孔滤膜过滤，取续滤液，即得。
２．３　对照品溶液的制备

精密称取经五氧化二磷减压干燥１２ｈ以上的
华蟾酥毒基和脂蟾毒配基对照品适量，加甲醇制成

每１ｍＬ各含华蟾酥毒基、脂蟾毒配基０．１ｍｇ的溶
液，作为对照品母液。分别精密量取对照品母液３

ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，用甲醇稀释至刻度，即得。
２．４　阴性对照溶液的制备

取缺蟾酥的阴性对照样品０．５ｇ，按供试品溶液
的制备方法制成阴性对照溶液。

２．５　专属性试验
精密吸取对照品溶液、供试品溶液和阴性对照

溶液各１０μＬ，分别注入液相色谱仪。结果阴性对
照溶液无干扰。见图１。

图１　高效液相色谱图
Ａ－对照品（华蟾酥毒基，ｔＲ＝１３．１４１ｍｉｎ，ｎ＝１６７４０；脂蟾毒配基，ｔＲ＝１４．２３４ｍｉｎ，ｎ＝１６８０４）；Ｂ－样品；Ｃ－阴性对照溶液

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
Ａ－ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ（ｃｉｎｏｂｕｆａｇｉｎ，ｔＲ＝１３．１４ｍｉｎ，ｎ＝１６７４０；ｒｅｃｉｂｕｆｏｇｅｎｉｎ，ｔＲ＝１４．２３４ｍｉｎ，ｎ＝１６８０４）；Ｂ－ｓａｍｐｌｅ；Ｃ－ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓａｍｐｌｅ

２．６　标准曲线的制备
分别精密量取对照品母液３ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶

中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，作为对照品溶液。精

密量取对照品溶液１，４，８，１０，１５，２０，２５，３０μＬ，分
别注入液相色谱仪，以峰面积为纵坐标，对照品进样

量为横坐标。华蟾酥毒基在００３０５７～０９１７１μｇ
内，得回归方程为 Ｙ＝９８６５７Ｘ－２８７５３（ｒ＝
０．９９９９）；脂蟾毒配基在００３０５１～０９１５３μｇ内，
得回归方程为Ｙ＝１０２２６Ｘ－１０３２７（ｒ＝０９９９６）。结
果表明华蟾酥毒基对照品在００３０５７～０９１７１μｇ
之间与其峰面积呈良好的线性关系；脂蟾毒配基对

照品浓度在００３０５１～０９１５３μｇ之间与其峰面积
呈良好的线性关系。

２７　仪器精密度试验
精密吸取同一对照品溶液１０μＬ，按上述色谱

条件测定，重复进样５次，分别记录华蟾酥毒基和脂
蟾毒配基的峰面积，结果 ＲＳＤ分别为 ０４％和
０２％。
２８　加样回收率试验

精密称取已知含量的同一批号（批号：０６０９０３）
样品６份（含华蟾酥毒基０５７７０ｍｇ·ｇ－１；脂蟾毒
配基０６８５１ｍｇ·ｇ－１），每份约０２５ｇ，分别精密加
入上述对照品母液（含华蟾酥毒基对照品０１０１９
ｍｇ·ｍＬ－１、脂蟾毒配基对照品０１０１７ｍｇ·ｍＬ－１）
１５ｍＬ，按“２．２”项下方法制备，进样测定，计算回

收率。结果见表１、表２。
表１　华蟾酥毒基回收率试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ１　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｆｏｒｃｉｎｏｂｕｆａｇｉｎ（ｎ＝６）

取样量

／ｇ

已知量

／ｍｇ

加入量

／ｍｇ

测得量

／ｍｇ

回收率

／％

平均回

收率／％

ＲＳＤ

／％

０．２５０４ ０．１４４５ ０．１５２８ ０．２９５０ ９９．２３
０．２５１６ ０．１４５２ ０．１５２８ ０．２９８５１００．１７
０．２５０９ ０．１４４８ ０．１５２８ ０．２９７４ ９９．９３

９９．７７ ０．４９
０．２５１４ ０．１４５１ ０．１５２８ ０．２９５３ ９９．１３
０．２５２４ ０．１４５６ ０．１５２８ ０．２９７９ ９９．８３
０．２５１８ ０．１４５３ ０．１５２８ ０．２９９１１００．３４

表２　脂蟾毒配基回收率试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ２　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｆｏｒｒｅｃｉｂｕｆｏｇｅｎｉｎ（ｎ＝６）

取样量

／ｇ

已知量

／ｍｇ

加入量

／ｍｇ

测得量

／ｍｇ

回收率

／％

平均回

收率／％

ＲＳＤ

／％

０．２５０４ ０．１７１５ ０．１５２６ ０．３２０３ ９８．８３
０．２５１６ ０．１７２４ ０．１５２６ ０．３２４６ ９９．８８
０．２５０９ ０．１７１９ ０．１５２６ ０．３２２２ ９９．２９

９９．３９ ０．６０
０．２５１４ ０．１７２２ ０．１５２６ ０．３２０６ ９８．７１
０．２５２４ ０．１７２９ ０．１５２６ ０．３２３５ ９９．３９
０．２５１８ ０．１７２５ ０．１５２６ ０．３２５９１００．２５

　　结果表明，通窍益心丸丸中华蟾酥毒基平均回
收率为９９７７％（ＲＳＤ为０４９％，ｎ＝６），脂蟾毒配
基平均回收率为９９３９％（ＲＳＤ为０６０％，ｎ＝６）。
２９　稳定性试验

精密吸取同一供试品溶液，在０，３，６，９，１２，１５，
１８，２１，２４ｈ进行测定，所得华蟾酥毒基峰面积 ＲＳＤ
为０４％，脂蟾毒配基峰面积的 ＲＳＤ为０５％。结
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果表明华蟾酥毒基和脂蟾毒配基２４ｈ内基本稳定。
２１０　重复性试验

取同一批号样品（批号：０６０９０３）６份，按“２．２”项
下方法制备供试液，按上述色谱条件测定，结果华蟾

酥毒基含量为０５７７５ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ为０８１％；脂蟾
毒配基含量为０６８５２ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ为０７３％。
２１１　样品含量测定结果

按含量测定方法测定 １０批样品的含量（以华
蟾酥基和脂蟾毒配基总量计），结果见表３。
表３　含量测定结果（ｎ＝２）
Ｔａｂ３　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝２）

批号 含量／μｇ·丸 －１

０６０４０１ ２５．３７
０６０９０２ ２５．５９
０６０９０３ ２４．６６
０６１００４ ２４．９２
０６１００５ ２５．１１
０６１００６ ２４．９８
０６１００７ ２４．８３
０６１００８ ２４．９４
０６１００９ ２５．０９
０６１１１０ ２５．３０

３　讨论
３１　蟾酥为有毒中药，在含有蟾酥的中药制剂中，
对蟾酥进行含量测定对保证药品的使用安全和有效

是必要的。根据以上 １０批样品的含量测定结果

（平均含量为２５０８μｇ·丸 －１，ＲＳＤ＝１２％），参考
有关文献［１］，按平均含量的８０％和１２０％计算，暂订
本品每丸含蟾酥以华蟾酥毒基和脂蟾毒配基总量计

为２０～３０μｇ。
３２　在１９０～４００ｎｍ波长范围内对华蟾酥毒基、脂
蟾毒配基对照品进行紫外扫描测定，结果华蟾酥毒

基在２９５ｎｍ处有最大吸收，脂蟾毒配基在２９７ｎｍ
处有最大吸收，根据中国药典［１］２６５２６６和本试验结果，

在２９６ｎｍ处，辅料基本没有干扰，故选用２９６ｎｍ波
长来测定，结果灵敏、准确。

３３　本实验对提取溶剂及提取时间均进行优化试
验，结果显示：用甲醇提取效果优于５０％甲醇和乙
醇，加热回流提取效果与超声提取６０ｍｉｎ比较无显
著性差异，故选择超声提取６０ｍｉｎ作为本实验的提
取条件。

３４　含量测定中流动相采用０５％磷酸二氢钾溶
液（ｐＨ３２）乙腈（５２∶４８）比例时华蟾酥毒基峰和
脂蟾毒配基峰能达到基线分离，分离效果最佳。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ

［１］ Ｃｈ．Ｐ（２００５）ＶｏｌⅠ（中国药典２００５年版．一部）［Ｓ］．２００５：
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注射用甲磺酸培氟沙星无菌检查方法学研究

李霞，周剑（重庆市药品检验所，重庆４０１１２１）

摘要：目的　对注射用甲磺酸培氟沙星无菌检查的方法进行研究。方法　对普通的薄膜过滤冲洗法和培养基中加中和剂处
理的方法进行对比研究，同时研究确定中和剂的最佳加入量。结果　在培养基中加入适量中和剂处理的方法优于普通的薄
膜过滤冲洗法，其中和剂的最适加入量为３ｍＬ的０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ＭｎＳＯ４溶液。结论　在培养基中加入适量中和剂处理的方法
可有效地降低冲洗剂的用量，该法适用于注射用甲磺酸培氟沙星的无菌检查。

关键词：注射用甲磺酸培氟沙星；无菌检查；中和剂
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