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摘 要 目的：建立测定水飞蓟宾原料药含量和有关物质的方法。方法：采用反相高效液相色谱法。色谱柱为XDB-C18，流动相

为甲醇-1％冰乙酸水溶液（51 ∶ 49，V/V），流速为1.0 ml/min，柱温为35 ℃，检测波长为287 nm。结果：水飞蓟宾检测质量浓度线性

范围为0.012 04～0.481 6 mg/ml（r＝0.999 9）。水飞蓟宾低、中、高质量浓度平均回收率分别为100.65％、100.10％、100.69％，RSD

分别为 0.41％、0.71％、0.24％（n＝3），检测限、定量限分别为 16、53 ng/ml。测得 3批样品水飞蓟宾含量分别为 99.47％、99.53％、

99.38％，有关物质分别为1.32％、1.25％、1.27％。结论：本方法操作简单、灵敏度高、重复性好，可用于水飞蓟宾原料药含量和有

关物质的测定。
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Determination of Content and Related Substance of Silybin Raw Material by RP-HPLC
CEN Jing，XU Rui-xiang，XIA Pei-yuan，LYU Shan，CHEN Yong-chuan（Dept. of Pharmacy，The First Affiliated
Hospital of Third Military Medical University，Chongqing 400038，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of silybin raw material and its related substance.

METHODS：RP-HPLC method was adopted. The determination was performed on XDB-C18 column with mobile phase consisted of

methanol-1％ acetic acid solution（51 ∶ 49，V/V）at the flow rate of 1.0 ml/min. The column temperature was set at 35 ℃，and the

detection wavelength was set at 287 nm. RESULTS：The linear range of silybin was 0.012 04-0.481 6 mg/ml（r＝0.999 9）. The re-

coveries of low，medium and high concentrations were 100.65％（RSD＝0.41％，n＝3），100.10％（RSD＝0.71％，n＝3）and

100.69％（RSD＝0.24％，n＝3），respectively. The limits of detection and quantification were 16 ng/ml and 53 ng/ml，respectively.

The contents of 3 batches of silybin were 99.47％，99.53％ and 99.38％，respectively；those of related substances were 1.32％，

1.25％ and 1.27％，respectively. CONCLUSIONS：The method is simple，sensitive，reproducible，and can be used for the content

determination of silybin raw material and related substances.

KEYWORDS RP-HPLC；Silybin；Raw material；Content determination；Related substance

服制剂微生物限度检查方法可采用薄膜过滤并在培养基中加

入β-内酰胺酶的计数方法，其原理是β-内酰胺酶可破坏本类药

物的β-内酰胺环，使其失去抗菌活性[3]。所以此方法可以减少

冲洗液的用量，提高阳性菌检出率。故由表3可见，当加入β-内

酰胺酶后薄膜过滤，结果呈阳性，本次试验也验证了上述观点。

（3）有文献报道，如果单一采用酶处理而不用薄膜过滤

法，需要大量的β-内酰胺酶（酶的加入量约为青霉素单位的3～

4倍）[7]。但是酶处理与薄膜过滤联用的方法，既可减少酶的加

入量、降低污染几率，又可减少冲洗液的用量、提高阳性菌的

检出率。另外，如果β-内酰胺酶的加入量过小，不能完全消除

药物的抗菌活性；β-内酰胺酶加入量过大，又容易污染。钱文

静等[6]的试验表明，加入2 ml的β-内酰胺酶联合薄膜过滤法可

达到试验的要求。下一步可试验探讨对于头孢克洛干混悬剂

β-内酰胺酶的最佳加入量。

本试验建立了头孢克洛干混悬剂的微生物限度检查方

法：平皿法测定霉菌和酵母菌数；薄膜过滤法（即加入稀释剂

400 ml，每次100 ml进行冲洗）测定细菌数；用薄膜过滤的同时

加入2 ml β-内酰胺酶的方法可进行控制菌检查。
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水飞蓟宾（Silybin or silibinin，SLB），化学名为 2，3-二

氢-3-（4-羟基-3-甲氧基苯基）-2-羟甲基-6-（3，5，7-三羟基-4-氧

代苯并吡喃-2-基）苯并二氧六环[1]，以一对非对映异构体（SLB

A、SLB B）形式等量存在，分子质量为482.74，来源于菊科草本

植物水飞蓟，是黄酮木质素类化合物。药理实验证明，SLB对

多种原因引起的肝损伤有明显的保护作用，是世界公认的疗

效确切的肝损伤修复药物，以其为主药的制剂已广泛用于治

疗急慢性肝炎及肝硬化等[2-3]，在美国和欧洲还可作为抗氧化

食品添加剂。最新的药理研究表明，SLB还具有抗癌活性，研

究显示SLB对前列腺癌、结肠癌、膀胱癌、肺癌等均具有良好

抑制作用[4-5]，并已进入前列腺癌Ⅰ期临床试验[6]，故SLB具有

良好的临床应用价值和市场前景。目前国内关于SLB原料药

的含量测定及有关物质的检查方法未见文献报道，为控制

SLB原料药的质量，笔者建立了反相高效液相色谱（RP-HPLC）

法测定SLB的含量及有关物质，现报道如下。

1 材料
1.1 仪器

1100型HPLC仪、1100 型二级管阵列检测器（美国Agilent

公司）；UV-2401PC紫外分光光度计（日本岛津公司）；BS210S

电子天平（北京Sartorius天平有限公司）；超越系列专业型XS

分析天平[Mettler Toledo（上海）有限公司]。

1.2 药品与试剂

SLB原料药（盘锦格林恩生物资源开发有限公司，批号：

100512、100520、100607，纯度：99.47％、99.53％、99.38％）；

SLB对照品（中国食品药品检定研究院，批号：110856-200604，

纯度：≥99.0％）；甲醇为色谱纯，水为蒸馏水，其他试剂均为分

析纯。

2 方法[7-8]与结果
2.1 溶液的制备

精密称取 SLB对照品约24 mg，置于10 ml量瓶中，加甲醇

超声溶解并稀释至刻度，摇匀，得对照品溶液；取SLB原料药

约120 mg，置于50 ml量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，滤过，

取续滤液作为供试品溶液。

2.2 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：XDB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：甲

醇-1％冰乙酸水溶液（51 ∶ 49，V/V），流速：1.0 ml/min；柱温：

35 ℃；检测波长：287 nm；进样量：5 μl。精密吸取空白溶剂甲

醇、对照品溶液和供试品溶液（批号：100512）各5 μl进样，结果

理论板数按SLB计不低于5 000，分离度良好，色谱图见图1。

2.3 专属性试验

取SLB原料药约60 mg 5份，各置于50 ml量瓶中，分别按

以下条件处理：（1）酸破坏：加入 1 mol/L的HCl溶液 10 ml，再

将溶液用同浓度的NaOH溶液中和至原 pH值；（2）碱破坏：加

入1 mol/L的NaOH溶液10 ml，再将溶液用同浓度的HCl溶液

中和至原pH值；（3）氧化破坏：加入30％的H2O2溶液20 ml，振

摇后，放置3 h；（4）光照破坏：在（4 500±500）lx光照强度下放

置 1 d；（5）高温破坏：在 80 ℃恒温干燥箱中放置 1 d。分别将

上述溶液用甲醇稀释至刻度，摇匀，制备成质量浓度约为0.12

mg/ml的溶液，滤过，取续滤液 5 μl进样，记录色谱图。结果，

SLB A 与 SLB B 的保留时间分别约为 10、11 min，SLB A 与

SLB B的分离度为2.17；SLB在碱破坏条件下所产生的降解产

物与SLB分离度为11.75，表明碱破坏产物与SLB峰分离度良

好，不干扰测定；SLB 在酸、氧化、光照和高温破坏条件下稳

定；表明该色谱条件能满足有关物质检查要求，色谱图见图1。

2.4 线性关系考察

取SLB对照品溶液适量，分别稀释成质量浓度为0.012 04、

0.024 08、0.048 16、0.096 32、0.120 4、0.240 8、0.481 6 mg/ml的

系列标准溶液，取5 μl进样，记录峰面积，以SLB质量浓度（c，

mg/ml）为横坐标，SLB A和SLB B峰面积之和（y）为纵坐标，绘

制工作曲线，得回归方程y＝4 139.9c－5.368 2（r＝0.999 9，n＝

7），结果表明SLB检测质量浓度线性范围为0.012 04～0.481 6

mg/ml。

图1 高效液相色谱图
A.空白溶剂；B.对照品；C.供试品；D.破坏前样品；E.酸破坏样品；F.碱

破坏样品；G.氧化破坏样品；H.光照破坏样品；I.高温破坏样品；1.溶剂；

2.SLB A；3.SLB B；4、5.破坏产物

Fig 1 HPLC chromatograms
A. blank solvent；B. substance control；C. test sample；D. undestroyed

sample；E. sample degraded by acid；F. sample degraded by base；G.

sample degraded by oxidation；H. sample degraded by light；I. sample

degraded by high temperature；1. solvent；2. silybin A；3. silybin B；4，

5. destroyed products
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2.5 精密度试验

取低、中、高3种质量浓度（0.012 04、0.120 4、0.481 6 mg/ml）

的对照品溶液，同日内分别测定 6次；再将其置于 4 ℃冰箱保

存，连续测定3 d，记录峰面积，考察日内和日间精密度。结果，

日内RSD分别为1.21％、0.95％、0.79％（n＝6），日间RSD分别

为1.63％、0.83％、0.61％（n＝3）。

2.6 检测限和定量限试验

取对照品溶液适量，逐级稀释成一定质量浓度的对照品

溶液，进样分析，记录色谱图。结果以信噪比为 3时测得检测

限为16 ng/ml，以信噪比为10时测得定量限为53 ng/ml。

2.7 稳定性试验

取供试品溶液（批号：100512）稀释至质量浓度约 0.12

mg/ml，分别于 0、2、4、6、8、10、12、24 h 进样测定，记录峰面

积。结果RSD为1.47％（n＝8），表明SLB溶液在24 h内稳定。

2.8 重复性试验

取同一批号原料药（批号：100512），平行制备 6份质量浓

度约 0.12 mg/ml的供试品溶液，进样测定，记录峰面积。结果

含量的 RSD 为 0.31％（n＝6），有关物质含量的 RSD 为 0.58％

（n＝6），表明方法重复性好。

2.9 回收率试验

取已知含量的 SLB 原料药（批号：110520）适量，精密称

定，分别制成质量浓度为80％、100％、120％的供试品溶液各3

份，分别进样 5 μl，测定含量，计算回收率。结果表明，本方法

准确度好，详见表1。

表1 回收率试验结果（n＝3）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝3）

已知量，mg

9.62

12.05

14.45

测得量，mg

9.64

9.72

9.68

12.06

12.14

11.98

14.48

14.48

14.52

平均回收率，％
100.65

100.10

100.69

RSD，％
0.41

0.71

0.24

2.10 含量测定

取3批SLB原料药，按“2.1”项下方法制备供试品溶液，进

样测定，记录峰面积，代入标准曲线以SLB A和SLB B峰面积

之和计算SLB含量，结果分别为99.47％、99.53％、99.38％。

2.11 有关物质检查

取本品约 24 mg，精密称定，置于 10 ml量瓶中，加甲醇溶

解稀释成溶液作为供试品溶液；精密量取 1.0 ml供试品溶液，

置于100 ml量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液

作为对照溶液（质量浓度约为0.020 4 mg/ml）。按“2.1”项下色

谱条件，吸取对照溶液5 μl注入色谱仪，进行预试，调节检测器

灵敏度，使主成分的色谱峰达满量程的 20％左右。取供试品

溶液5 μl进样，记录色谱图至主成分保留时间的3倍。供试品

色谱图如有杂质峰，记录杂质峰面积，如有溶剂峰则减去对照

溶液溶剂峰面积，按不加校正因子的主成分自身对照法计算

有关物质含量，测定 3批样品有关物质的含量，结果分别为

1.32％、1.25％、1.27％。

3 讨论
3.1 SLB的理化性质

SLB是一种黄酮类天然化合物，为类白色粉末，无臭，味
微苦涩，有引湿性；几乎不溶于水，略溶于氯仿，可溶于甲醇、

乙醇、丙酮、乙酸乙酯；熔点为180 ℃；在强碱条件下迅速降解，

在强酸、强氧化剂、光照、高温条件下较稳定，无其他降解产物
出现[9]。

3.2 检测波长的确定

取质量浓度约12 μg/ml SLB对照品溶液，按紫外分光光度
法在 200～400 nm波长范围内扫描，结果 SLB在 287 nm波长
处有最大吸收；在专属性试验时，酸性条件下SLB的部分破坏
产物在287 nm波长处也有较大吸收，故选择287 nm作为有关
物质的检查波长。

3.3 流动相的选择

在本试验中，发现非对映异构体 SLB A和 SLB B的分离
对流动相中甲醇与 1％冰乙酸水溶液的比例非常敏感。为保
证 SLB 有较好的分离度和峰形，前期试验考察了 53 ∶ 47、52 ∶
48、51 ∶ 49、50 ∶ 50不同流动相配比对检测结果的影响，结果发
现当流动相甲醇与 1％冰乙酸水溶液的比例为 51 ∶ 49时，SLB

色谱峰峰形较好，保留时间适中，且SLB A与SLB B之间及其
与有关物质间均能达到良好的分离要求。故选择甲醇-1％冰
乙酸水溶液（51 ∶49）作为SLB测定的流动相。

综上所述，本试验建立的RP-HPLC法可同时检查SLB原
料药含量及有关物质，且采用的是反相色谱系统中最常用的
C18柱，选择的流动相低毒、低污染、低成本。本方法简单、结果
可靠、灵敏度高、重复性好，可用于SLB原料药含量及有关物
质的测定。
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