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痰热清注射液固形物中焦谷氨酸组分的RP-HPLC法测定
*

杨清林,傅 亚

(重庆科技学院 化学化工学院,重庆401331)

摘要:对痰热清注射液固形物中焦谷氨酸(P-Glu)的组分含量进行分析,通过对比P-Glu标准物质,采用反相高效液

相色谱法(RP-HPLC)对不同批次的痰热清注射液的固形物进行测定,确定不同批次痰热清注射液中P-Glu含量。

研究中所用色谱柱为SionchromODS-BP(200mm×4.6mm,5μm),流动相为乙腈和3.5mmol/L磷酸二氢钠缓冲

液(两者体积比为1∶99),流速为1.0mL/min,检测波长205nm,柱温27℃。结果发现,不同批次痰热清注射液中

P-Glu含量范围为0.5%~1.2%,平均含量近0.86%,故不同批次药品中P-Glu含量有一定差异。该方法能快速、有

效地分析测定痰热清注射液固形物中P-Glu含量,对该注射液的质量控制有着重要意义。
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  痰热清注射液是临床应用较多的一种清热、化

痰、解毒的中药制剂,为棕红色澄明液体,主要成分

为黄芩、熊胆粉、山羊角提取物、金银花和连翘。该

药主要用于治疗上呼吸道感染[1]、急性支气管炎、慢

性支气管炎急性发作[2]、肺炎早期[3]以及流行性腮

腺炎[4]、流行性乙型脑炎[5]、急性胆囊炎[6]、急性胰

腺炎[7]等疾病。该中药注射液以黄芩为君药,上行

清肺火,下行泻膀胱火,是常见的清热药物;山羊角

和熊胆粉为臣药,熊胆粉具有解痉、解毒、抑菌抗炎、

镇咳、祛痰平喘等作用;金银花和连翘为佐药以助清

热解毒、清热宣透等[8]。山羊角的功用与羚羊角相

近,姜清华等人的研究认为山羊角具有替代羚羊角

的可行性[9]。山羊角中主要水解成分为氨基酸,具

有抗病毒、增强机体免疫、解热、镇静、解痉等作

用[10],对心血管、中枢神经及平滑肌等有作用,临床

上有退热、降压、治疗头痛等作用[11]。山羊角的水

解液中存在16种氨基酸,其中复合氨基酸起主要药

理作用,王伯初等[12]对山羊角提取物的物质基础进

行了研究,发现山羊角提取物中存在较高含量的焦

谷氨酸(P-Glu),P-Glu存在于体内多种组织,P-Glu
和谷氨酸(Glu)在一定条件下可相互转化,在山羊角

提取物中为首次发现,故P-Glu的分析检测十分重

要。目前一般测定P-Glu的方法是使脱水环化的

P-Glu在一定的条件下开环重新生成Glu,通过测量

Glu的含量变化来折算P-Glu的最终含量。高效液

相色谱法(HPLC)测定P-Glu含量有一些报道,如

郝小燕[13]等对天麻中P-Glu的含量进行研究,秦

波[14]等测定了不同品类人参及红参不同部位P-Glu
的含量,陆明[15]等测定了复方氨基酸中P-Glu的含

量。本研究采用更适用于氨基酸等小分子物质含量

分析的反相高效液相色谱法(RP-HPLC)法[16-19],对

不同生产批次的痰热清注射液制剂固形物中的重要

氨基酸组分P-Glu含量进行了研究,获得了良好的

分析结果,对痰热清注射液的质量控制和标准提升

具有重要参考价值。

1方法

1.1仪器和材料

研究所用主要仪器和材料为:高效液相色谱(大

连伊利特公司生产的EC2006色谱工作站,含P230

Ⅱ高压恒流泵、UV230Ⅱ紫外-可见检测器和ZWⅡ色谱

柱温箱);ElitSinochromODS-BP色谱柱(4.6mm×
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200mm,粒度5μm);自动双重纯水整流器(SZ-93
型,上海亚荣公司生产);精密电子天平(FA2004型,

上海恒平公司生产);0.22mm×25mm微孔滤膜(德

国MEMBRANA公司生产);一次性1mL无菌注射

器(上海治宇公司生产);P-Glu标准品(纯度不低于

98%,Alfaaesar公司生产);痰热清注射液(上海凯宝

药业生产的091111批、091118批、091125批、091201
批和091204批);色谱纯乙腈、分析纯磷酸和分析纯

磷酸氢二钠(成都科龙化工试剂厂生产)。

1.2溶液配制

1.2.1对照品溶液的配制 精密称取P-Glu对照品

13.6mg,置于10mL容量瓶中,加色谱用流动相溶解

并定容至刻度,摇匀。取配好的P-Glu溶液1mL,置

于10mL容量瓶中,用色谱用流动相定容至刻度,

摇匀。以此浓度为最高浓度,依次等倍稀释5次,依

次编号1、2、3、4、5号;通过稀释后得到的溶液浓度

依次为:136、68、34、17和8.5μg/mL。

1.2.2供试品溶液的配制 将5批痰热清注射液冻

干后准确称量,冻干后各批次痰热清注射液的重量

分别为14.5(091111批)、19.5(091118批)、16.3
(091125批)、14.6(091201批)和14.3mg(091204
批)。然后将冻干物分别置于10mL容量瓶中,用

色谱用流动相溶解并定容至刻度,摇匀。

1.3色谱条件

色谱柱为ElitSinochrom ODS-BP色谱柱;流

动相为乙腈和3.5mmol磷酸氢二钠缓冲液(两者

体积比为1∶99),用20%的磷酸调节pH 值至3,

0.45μm微孔滤膜过滤,超声脱气20min。检测波

长为205nm,柱温为27℃,流速为1.0mL/min,进

样体积为20μL。

2结果

2.1P-Glu线性方程及线性范围

对5种不同浓度P-Glu对照品测定结果所得积

分数据进行分析,得到P-Glu的线性方程及线性范

围。P-Glu质量浓度在8.5~136μg/mL范围内线性

良好,线性方程为C=0.0671A-3.2621(R2=0.998

8),其中A为峰面积,C为质量浓度。

2.2P-Glu分析的精密度和准确度

取同一批次供试品溶液进行测定,重复6次,测

定P-Glu的峰面积及其保留时间,并分别计算相对

标准偏差(RSD)。测定结果显示峰面积和保留时间

重复性的RSD 值分别为0.92%和0.58%(n=6),

表明精密度良好(表1)。精确吸取P-Glu含量为

8.5μg/mL的对照品溶液1、1.5和2mL置于10mL
的容量瓶中,用已知P-Glu质量浓度的同批次供试

品溶液分别定容至刻度,各平行做3份,然后进行测

定,计算P-Glu的回收率及平均回收率,并计算RSD
值。测定结果显示平均回收率分别为100.13%、

99.41%和99.96%,RSD 值分别为0.17%、0.60%
和0.48%(表2)。

表1 P-Glu重复性试验峰面积、保留时间及RSD 值

序号

1 2 3 4 5 6

RSD
/%

峰面积
/(mV·min)256.14254.11257.15251.77258.44255.110.92

保留时间
/min 5.01 5.08 5.07 5.04 5.04 5.01 0.58

表2 加标回收率试验结果

批

次

P-Glu
加供试品

量/μg
加标量
/μg

检出量
/μg

回收率
/%

平均回

收率/%
RSD/

%

12.53 8.50 21.03 100.02
1 12.53 8.50 21.03 100.06 100.13 0.17

12.53 8.50 21.05 100.31
11.83 12.75 24.59 100.06

2 11.83 12.75 24.49 99.28 99.41 0.60
11.83 12.75 24.44 98.89
11.14 17.00 28.20 100.38

3 11.14 17.00 28.15 100.08 99.96 0.48
11.14 17.00 28.04 99.44

2.3痰热清注射液中P-Glu含量测定

测定各批样品中P-Glu含量,测定结果色谱图如

图1所示。各批样品P-Glu含量经计算分别为0.96%
(091111批)、1.18%(091118批)、0.81%(091125批)、

0.54%(091201批)、0.79%(091204批)。

3讨论与结论

3.1色谱柱的选择

研究前对CAPCELLPAKC18SG300(250mm×

4.6mm,粒度5μm)、LiChrospher100NH2(250mm×
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4.6mm,粒度5μm)和sionchromODS-BP(200mm×

4.6mm,粒度5μm)多种色谱柱进行考察后发现,NH2
柱由于痰热清固形物中物质成分较复杂,P-Glu的分离

度无法达到要求;C18柱对P-Glu无保留,无法进行有效

的检测;而ODS柱剂型相对较小,对P-Glu有较好的分

离,且预实验中P-Glu的峰型也相对较好。因此最后

采用ODS柱作为分离的色谱柱。

  

  

  
时间/min

图1 痰热清注射液固形物中P-Glu的 HPLC测定色谱

3.2小结

根据近年对P-Glu的药理研究证实,P-Glu具

备抗惊厥、抗焦虑及对Glu等受体的阻断作用,上述

P-Glu的活性作用与传统中药中对山羊角的使用有

某些吻合。本研究也发现了P-Glu大量存在于山羊

角提取物中,对痰热清注射液中P-Glu的含量进行

RP-HPLC测定发现,不同批次痰热清注射液中P-
Glu含量范围为0.5%~1.2%左右,平均含量近

0.86%,是痰热清固形物中的一个重要组分。该结果

对痰热清注射液固形物中P-Glu含量的准确测定以

及该注射液的标准提升质量控制有着重要参考价值。
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DeterminationofP-GluContentinSolidSubstanceofTanreqingInjectionbyRP-HPLC

YANGQing-lin,FUYa
(ChemistryandChemicalofEngineeringCollege,ChongqingUniversityofScience&Technology,Chongqing401331,China)

Abstract:ThecontentofP-GluinsolidsubstanceinTanreqinginjectiondosewasanalyzed.ThecontentofP-Gluinsolidsub-
stanceinTanreqingbyRP-HPLCwasdetermined,anddefinedthecontentofP-Gluinthesolidsubstanceofdifferentbatches

TanreqingbycomparingwithreferenceofP-Glu.InthisstudytheChromatographicconditionswasSionchromODS-BP(200

mm×4.6mm,5μm)column,acetonitrile-3.5mmol/Lphosphatebuffer(volumeratio1:99)withpH3asmobilephase,the

flowratewas1.0mL/min,detectionwavelengthwassetat205nm,thetemperatureofcolumnwassetat27℃.Theresults

showedthattheContentofP-Gluindifferentbatchesweredeterminedintherangeof0.5%~1.2%,theaveragevaluewas

0.86%,itwasindicatedthatthecontentofP-GluinTanreqinginjectiondosediffersslightlyindifferentbatches.Themethod

establishedinthepaperwaseffectiveandstable,whichisquiteimportanttothequalitycontrolofTanyeqinginjectiondose.

Keywords:Tanreqinginjectiondose;solidsubstance;P-Glu;RP-HPLC
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