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摘要# 目的!建立E*N[法测定热毒宁注射液 "青蒿( 金银花( 栀子# 栀子中间体 "提取浓缩液( 萃取前浸膏( 萃取
浓缩液( 干膏# 生产过程中山栀苷( 京尼平苷酸( 京尼平龙胆双糖苷( 栀子苷的含有量’ 方法!该药物 )%!甲醇提
取液的分析采用+C621>GUfJL+S@L(["-色谱柱 ";P’ 44i"%% 44% ) "4#$ 以乙腈(%P"!磷酸为流动相% 梯度洗脱$

体积流量 %P. 4NB46>$ 检测波长 #&. >4$ 柱温为 &% e’ 结果!; 种成分在各自范围内线性关系良好 "F# p%P/// /#%
药材中其平均加样回收率 /.P-%!d"%#P")!% J@,"P’-!d&P#/!$ 干膏中其平均加样回收率 /.P/.! d"%"P//!%
J@,"P))!d&P&)!’ 它们在同一工艺样品中的批次间一致性较好% 并随着工艺流程的逐级精制趋于稳定’ 结论!
该方法简便( 准确( 可靠% 可用于栀子中间体生产过程中各环节样品的含有量测定及稳定性评价% 并为热毒宁注射液
的质量控制提供依据’
关键词! 热毒宁注射液$ 栀子$ 中间体$ 山栀苷$ 京尼平苷酸$ 京尼平龙胆双糖苷$ 栀子苷$ E*N[
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!!热毒宁注射液是由青蒿( 金银花( 栀子经一定
工艺制备而成的中药注射剂% 具有清热( 疏风( 解
毒之功效% 临床上可用于上呼吸道感染所致的高
热( 微恶风寒等症)"* ’ 处方中栀子具有泻火除烦(
清热利尿( 凉血解毒的功效)#* % 以栀子苷为代表
的环烯醚萜苷类化合物是其主要成分% #%") 版
/中国药典0 也将栀子苷作为栀子的检测指标% 其
具有解热( 抗炎( 抗氧化( 保肝利胆等作用)&()* ’

中药注射液生产过程繁琐复杂% 涉及药材提
取( 分离( 纯化( 浓缩( 干燥等多个环节% 但目前

有关热毒宁注射液的报道主要集中在制剂方
面)’(/* % 而对其生产过程质量控制的研究较少% 而
且大多以栀子苷为主要评价指标’ 因此% 本实验旨
在对热毒宁注射液生产过程中各栀子中间体环节进
行跟踪研究% 确定生产环节的质量控制点% 丰富中
间体质量控制的检测指标% 评价批次间质量一致
性% 保证该制剂质量的稳定可控’
JK仪器与试药
"P"!仪器!+C621>G""%% 高效液相色谱仪 "美国安
捷伦公司#$ 多功能粉碎机 "&%% C% 永康市兆申电
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器有限公司#% KE##%%L超声波清洗器 "昆山禾创
超声仪器有限公司#$ S@#%) 电子天平 "梅特勒(托
利多仪器上海有限公司#$ @0"’J高速冷冻离心机
"美国 0<1H4:公司#$ T6226(V纯水机 "美国 T6226(
]:H1公司#’
"P#!试药!山栀苷 "批号 ZN"’%&&%%"%# 对照品
购自上海江莱生物科技有限公司$ 京尼平苷酸
"批号 %"T## 对照品购自上海源叶生物科技有限
公司$ 京尼平龙胆双糖苷 "批号 #%"#%#%&#( 栀子
苷 "批号 #%"#"%#%# 对照品均购自上海永恒生物
科技有限公司’ 乙腈为色谱纯$ 其他试剂均为分析
纯$ 水为超纯水’

栀子采自江苏康缘药业股份有限公司药材生
产 基 地% 共 ) 批 "批 号 分 别 为 Y"’%"%.%(
Y"’%"%."( Y"’%"%.#( Y"’%"%.&( Y"’%"%.; #%
经连云港康济大药房连锁有限公司吴舟执业药师
鉴定为茜草科植物栀子 U+,9&13+ 2+6-31$39&63226?
的干燥成熟果实’

栀子干膏生产过程中的中间体包括栀子提取浓
缩液( 栀子萃取前浸膏( 栀子萃取浓缩液( 栀子干
膏% 各 "% 批 "批号分别为 U"’%;%#( U"’%;%&(
U"’%;%;( U"’%;%)( U"’%;%’( U"’%;%.( U"’%;%-(
U"’%;%/( U"’%;"%( U"’%;""#% 均由江苏康缘药业
股份有限公司提供’

!K方法与结果
#P"!对照品溶液制备!精密称取山栀苷( 京尼平
苷酸( 京尼平龙胆双糖苷( 栀子苷对照品适量%
)%!甲醇制成每 " 4N含 ).P’( ’"P#( #%’P;(
# %)%P% "C上述成分的对照品溶液’
#P#!供试品溶液制备!基于热毒宁注射液生产工
艺过程及公司内控标准% 精密称取栀子药材粉末约
%P#) C( 栀子提取浓缩液约 %P") C( 栀子萃取前浸
膏约 %P%’ C( 栀子萃取浓缩液约 %P"% C( 栀子干膏
约 %P%’ C)"%* % 置于 #) 4N量瓶中% 加入 )%!甲醇
定容至刻度% 超声处理 &% 46>% 放冷% )%!甲醇补
足减失质量% "# %%% HB46> 离心 "% 46>% 取上清
液% 即得’
#P&!色谱条件!+C621>GUfJL+S@L(["-色谱柱
";P’ 44i"%% 44% ) "4#$ 流动相乙腈 "+# (
%P"! 磷酸 "L#$ 梯度洗脱 "% d#) 46>% )! d
-!+$ #) d&% 46>% -! d""! +$ &% d;) 46>%
""!+$ ;) d)) 46>% ""! d’%!+$ )) d’% 46>%
’%! d)!+#$ 体积流量 %P. 4NB46>$ 柱温 &% e$
检测波长 #&. >4$ 进样量 "% "N’
#P;!系统适应性试验!在 ,#P&- 项色谱条件下%
各成分色谱峰峰形均良好% 理论塔板数均大于
) %%%% 与各相邻色谱峰分离度均大于 "P)’ 色谱图
见图 "’

注! "( # 号峰放大 "% 倍% & 号峰放大 # 倍
"$山栀苷!#$京尼平苷酸!&$京尼平龙胆双糖苷!;$栀子苷

"$?<5>c<6?6A1!#$C1>6]:?6A69596A!&$C1>6]6>("(!(E(C1>G6:=6:?6A1!;$C5HA1>:?6A1

图 JKR 种成分ASE>色谱图
M&0NJKASE>*46%7.+%06.7,%((%36*%/,+&+3)/+,

#P)!方法学考察
#P)P"!线性关系考察!精密吸取混合对照品溶液%
)%!甲醇稀释成 ’ 个不同质量浓度% 取 "% "N注入

色谱仪% 在 ,#P&- 项色谱条件下测定’ 以峰面积
为纵坐标 "‘#% 质量浓度为横坐标 "Z# 进行回
归% 同时在仪器信噪比 @BRg& 时测定最低检测
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限% @BRg"% 时测定最低定量限’ 结果见表 "% 可 知各成分在各自范围内线性关系良好’
表 JKR 种成分线性关系

<.#NJKE&/).66)1.+&%/,4&5,%((%36*%/,+&+3)/+,

成分 回归方程 F# 线性范围B""C+4Nm"# 最低检测限B""C+4Nm"# 最低定量限B""C+4Nm"#
山栀苷 ‘g"/P"%)Zn"P%)/ ) "P%%% % %P’ d).P’ %P%)/ %P""-
京尼平苷酸 ‘g##P##"Zm%P#/; ’ "P%%% % %P’ d’"P# %P%’& %P"#)
京尼平龙胆双糖苷 ‘g";P;)%Zm)P/’; " %P/// / #P" d#%’P; %P#"" %P;#&
栀子苷 ‘g#%P#’.Zm-;P/)& % "P%%% % #"P% d# %)%P% %P%%& %P%"%

#P)P#!精密度试验!取对照品溶液适量% 在
,#P&- 项色谱条件下进样 ’ 次% 测得山栀苷( 京
尼平苷酸( 京尼平龙胆双糖苷( 栀子苷峰面积
J@,分别为 %P);!( %P&&!( %P&)!( %P%;!%
表明仪器精密度良好’
#P)P&!重复性试验!取同一批栀子药材 "批号
Y"’%"%.)# 和栀子干膏 "批号 U"’%;%)# 各 ’ 份%
按 ,#P#- 项下方法制备供试品溶液% 测得前者山
栀苷( 京尼平苷酸( 京尼平龙胆双糖苷和栀子苷峰
面 积 J@, 分 别 为 "P;.!( #P’/!( #P".!(
%P&.!% 后者分别为 "P#)!( #P&)!( "P%)!(
%P/-!% 表明该方法重复性良好’
#P)P;!稳定性试验!取对照品溶液 "栀子苷
-#%P% "CB4N#( 同 一 批 栀 子 药 材 " 批 号
Y"’%"%.)#( 栀子干膏 "批号 U"’%;%)# 适量% 按
,#P#- 项下方法制备供试品溶液% 于 %( #( ;( -(
"#( #; <进样测定% 测得前者山栀苷( 京尼平苷
酸( 京尼平龙胆双糖苷( 栀子苷峰面积 J@,分别
为 %P’"!( "P&/!( %P’.!( #P-/!% 后者分别

为 "P.#!( #P#/!( %P&-!( %P#’!% 表明溶液
在 #; <内稳定性良好’
#P)P)!加样回收率试验!精密称取含有量已知的
栀子药材粉末约 %P"# C( 栀子干膏约 %P%& C% 平行
’ 份% 按 " b" 比例精密加入各定量对照品% 按
,#P#- 项下方法制备供试品溶液% 注入色谱仪进
行测定% 计算加样回收率’ 结果% 栀子药材中山栀
苷( 京尼平苷酸( 京尼平龙胆双糖苷( 栀子苷的平
均加样回收率为 /.P-%! d"%#P")!% J@,分别为
#P/%!( &P#/!( "P’-!( "P-;!$ 栀子干膏中其
平均加样回收率为 /.P/.! d"%"P//!% J@,分别
为 "P-"!( &P&)!( "P))!( "P’"!’
#P’!样品含有量测定
#P’P"!药材!将 ) 批药材 "批号 Y"’%"%.%(
Y"’%"%."( Y"’%"%.#( Y"’%"%.&( Y"’%"%.; # 混
合勾兑后进行检测% 实验结果符合本公司对栀子药
材的内控指标% 批号定为 Y"’%"%.)’ 再取以上各
批样品适量% 按 ,#P#- 项下方法制备供试品溶
液% 在 ,#P&- 项色谱条件下测定% 结果见表 #’

表 !KR 种成分含有量测定结果 $药材’ 70$0%
<.#N!K=),31+,%(*%/+)/+")+)67&/.+&%/%((%36*%/,+&+3)/+,$7)"&*&/.17.+)6&.1,’ 70$0%

成分 Y"’%"%.% Y"’%"%." Y"’%"%.# Y"’%"%.& Y"’%"%.; Y"’%"%.) 平均值
山栀苷 #P’/ #P’) #P’’ #P/# #P;) #P’. #P’.
京尼平苷酸 %P;) %P;’ %P;; %P;’ %P;- %P;. %P;’
京尼平龙胆双糖苷 /P#" -P’’ /P"% /P%" -P’- /P"% -P/’
栀子苷 ’)P-# ’#P-% ’;P%& .%P.% )-P## ’;P’; ’;P&.

#P’P#!中间体!将混合后的栀子药材 "批号
Y"’%"%.)# 进行投料% 得到 "% 批中间体 "批号分
别 为 U"’%;%#( U"’%;%&( U"’%;%;( U"’%;%)(
U"’%;%’( U"’%;%.( U"’%;%-( U"’%;%/( U"’%;"%(
U"’%;""#% 其体积( 密度等指标均符合公司规定%
按 ,#P#- 项下方法制备供试品溶液% 在 ,#P&-
项色谱条件下测定% 结果见表 &’
#P.!质量分析与评价
#P.P"!批间一致性!采用 3\912分析% 并引入 )
值来表示批次间质量的波动情况)""* % )值越接近
"%%!% 批次间一致性越好% 在 .)! d"#)!范围

内为一致性良好% 计算公式为 )g#3B#3i"%%!%

其中#3表示待测成分的浓度%#3表示待测成分在不
同批次样品中的平均浓度% 结果见图 #’ 图 #+和
#L显示% 京尼平苷酸的四分位区间 "即第 .) 和第
#) 百分位数之差# 在限定范围内% 而有极值超出
范围% 表明其在栀子提取浓缩液和栀子萃取前浸
膏中存在一定程度的批间波动% 而其他 & 种成分
的 )值均在 .)! d"#)!范围内% 表明批次间差
异也较小$ 图 #[和 #,显示% 各成分的 )值均在
.)! d"#)!范围内% 表明批次间差异较小’ 此
外% 在生产过程中各成分批次间波动均逐步趋于
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稳定% 表明热毒宁注射液生产工艺较稳定’
表 OKR 种成分含有量测定结果 $中间体’ 70$0%

<.#NOK=),31+,%(*%/+)/+")+)67&/.+&%/%((%36*%/,+&+3)/+,$&/+)67)"&.+),’ 70$0%

样品 成分 U"’%;%# U"’%;%& U"’%;%; U"’%;%) U"’%;%’ U"’%;%. U"’%;%- U"’%;%/ U"’%;"% U"’%;""
提取浓缩液 山栀苷 )P") )P#% ;P-% ;P’" ;P/% ;P)- ;P.- )P%’ ;P)/ )P%#

京尼平苷酸 "P#& "P&" %P-; "P%" %P-. "P/" "P%) "P%" "P"& "P%"
京尼平龙胆双糖苷 "’P#. "’P-; ")P"/ ")P%. ")P’" ")P-; ".P;) ".P.% "’P.. ")P"’
栀子苷 "#;P"% "&/P-; "#’P"- "##P-/ "#-P%% ""’P.- "#’P’; "&"P;- "#’P;" "&;P;%

萃取前浸膏 山栀苷 )P’/ )P-# ’P&; )P.) ’P%- ’P"% )P-) )P.# )P%) )P’&
京尼平苷酸 "P). "P.’ "P"" "P)" "P)& "P/’ "P’- #P#% "P#% "P"#
京尼平龙胆双糖苷 "-P&# "-P;. "/P%) "-P;% "-P’" #%P%/ "/P&& "-P-- ".P)% ")P/-
栀子苷 "&-P#) ";.P&- ")"P’" ";&P%# ";)P%’ ";.P#" "&)P’) "&’P%/ "#-P"% "&/P"%

萃取浓缩液 山栀苷 -P;) /P%. -P); -P)& /P"# -P’/ -P"’ ’P." .P#& .P";
京尼平苷酸 #P." &P;; #P;’ #P.% #P’’ #P/" &P"% #P’’ &P"; &P";
京尼平龙胆双糖苷 #’P&’ #/P#; #.P;% #/P)" &%P’) &"P") #/P.’ #&P-) #.P." #.P-#
栀子苷 &#.P/" &#.P’/ &&%P." &&%P)- &)&P;. &&#P)) &%&P/) &#.P#. &&’P/- &&-P’;

干膏 山栀苷 ""P%) "%P-# "%P;/ /P/- "%P") /P’/ /P;. .P). -P%) .P/"
京尼平苷酸 &P-. ;P%/ &P%/ &P#" &P%% &P#& &P’) &P%% &P;. &P;#
京尼平龙胆双糖苷 &’P-& &)P%/ &&P.) &)P") &;P/) &)P’- &;P’; #.P#’ &%P;; &%P))
栀子苷 &-%P%% ;%%P.; ;".P;# ;%.P") ;"&P.; &/’P)" &."P%% &-;P"# &/-P.& ;%%P/.

#P.P#!评价方法建立!基于表 & 数据% 初步确定
这 ; 种成分含有量在各中间体中的波动范围% 具体
见表 ;’ 课题组前期将栀子苷作为质量控制指标%
而本实验发现% 各中间体中其J@,均小于 )!% 符
合公司规定% 同时山栀苷和京尼平龙胆双糖苷在各
中间体中的 J@,也较小’ 因此% 初步将山栀苷
J@,控制在 ")!以内% 京尼平龙胆双糖苷控制在
"%!以内% 而京尼平苷酸达到 #.P%;!% 并且含有
量偏低% 故结合生产实际% 不将其作为质控指标’

表 RKR 种成分含有量范围
<.#NRK>%/+)/+6./0),%((%36*%/,+&+3)/+,

中间体 成分
平均值B
"4C+Cm"# 范围B! J@,B!

提取浓缩液 山栀苷 ;P-. /; d"%. ;P-"
京尼平苷酸 "P"; .; d"’- #.P%;
京尼平龙胆双糖苷 "’P"/ /& d"%/ )P/.
栀子苷 "#.P’. /" d""% )P%%

萃取前浸膏 山栀苷 )P-% -. d"%/ )P/’
京尼平苷酸 "P)’ ." d";% ##P.#
京尼平龙胆双糖苷 "-P;’ -. d"%/ ’P%%
栀子苷 ";"P") /" d"%. ;P/.

萃取浓缩液 山栀苷 -P"’ -# d""# "%P&#
京尼平苷酸 #P-/ -) d""/ "%P)"
京尼平龙胆双糖苷 #-P&; -; d""% .P.#
栀子苷 &&%P/. /# d"%. &P.#

干膏 山栀苷 /P)# -% d""; "&P".
京尼平苷酸 &P;% -- d"#% "%P//
京尼平龙胆双糖苷 &&P;& -# d"%. /P%%
栀子苷 &/.P%; /& d"%) &P.#

RK讨论
;P"!提取方法选择!本实验考察了提取溶剂

图 !KR 种成分含有量测定箱图
M&0N!K;%W *4.6+,%(*%/+)/+")+)67&/.+&%/%((%36

*%/,+&+3)/+,
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!!!!"#%!甲醇( )%!甲醇( 纯甲醇# 和提取方法 "加
热回流( 超声提取#% 发现以 )%!甲醇为溶剂时最
佳% 超声提取与加热回流效果基本一致% 但前者更
简单易行’ 在此基础上% 再选择提取时间 ")( &%(
;) 46>进行研究% 发现 &% 46> 和 ;) 46> 时各成分
含有量差异不大% 而 ") 46> 时山栀苷和京尼平苷
酸含有量明显降低’ 最终确定% 最佳提取方法为
)%!甲醇超声提取 &% 46>’
;P#!流动相选择!本实验考察了甲醇(%P"!磷酸(
乙腈(%P"!磷酸流动相% 发现甲醇(%P"!磷酸无法
使京尼平龙胆双糖苷实现基线分离% 而乙腈(%P"!
磷酸可使各成分均达到基线分离% 而且色谱峰峰形
良好% 故最终选择其进行梯度洗脱’
;P&!结果分析!文献 )"#(";* 报道% 总环烯醚萜
苷可以干预脑出血后炎症反应% 具有抗炎作用% 与
栀子药效具有一定关联性% 也为热毒宁注射液药理
作用提供依据’ 栀子中间体生产过程中的成分含有
量与生产工艺密切相关% 京尼平苷酸含有量在栀子
提取浓缩液和萃取前浸膏中存在批次间波动% 而其
他成分批次间一致性均较好’ 纵观整个工艺流程%
山栀苷( 京尼平苷酸( 京尼平龙胆双糖苷( 栀子苷
批次间波动均逐步趋于稳定% 表明该制剂栀子中间
体生产工艺稳定性良好’
\K结论

本实验首先建立E*N[法测定 ; 种环烯醚萜苷
类成分 "山栀苷( 京尼平苷酸( 京尼平龙胆双糖
苷( 栀子苷# 的含有量% 发现该方法分离度良好%
简便准确% 重复性理想’ 再初步确定了各成分含有
量范围% 新增山栀苷和京尼平龙胆双糖苷作为栀子
中间体的质量评价指标% 完善了生产过程质量控制
指标% 可为热毒宁注射液质量评价提供参考依据’
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