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HPLC法同时测定水杨酸复合洗剂中苯甲酸和水杨酸的含量
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摘 要 目的：建立同时测定水杨酸复合洗剂中苯甲酸和水杨酸含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Agela C18，

流动相为0.1 mol/L磷酸盐缓冲液（冰醋酸调pH为6.0）-甲醇（75 ∶25，V/V），流速为1.0 ml/min，检测波长为270 nm，柱温为40 ℃，进

样量为10 μl。结果：苯甲酸和水杨酸的检测质量浓度分别在42.48～382.32、41.16～370.44 μg/ml范围内与各自峰面积积分值呈

良好的线性关系（r＝0.999 9、r＝0.999 8）；精密度、稳定性、重复性试验的RSD≤0.78％；平均加样回收率分别为100.2％、100.6％，

RSD分别为0.6％、0.5％（n＝9）。结论：该方法准确、快速，操作简便，专属性强，重复性好，可用于水杨酸复合洗剂中苯甲酸和水

杨酸的含量测定。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for simultaneous determination of benzoic acid and salicy acid in Salicy acid

complex lotion. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Agela C18 column with mobile phase

composed of 0.1 mol/L phosphate buffer（pH adjusted to 6.0 using glacial acetic acid）-methanol（75 ∶ 25，V/V）at the flow rate of

1.0 ml/min. The detection wavelength was set at 270 nm，and column temperature was 40 ℃. The injection volume was 10 μl. RE-

SULTS：The linear ranges were 42.48-382.32 μg/ml for benzoic acid（r＝0.999 9）and 41.16-370.44 μg/ml for salicy acid（r＝

0.999 8）. RSDs of precision，stability，repeatability test were less than 0.78％. The average recoveries were 100.2％（RSD＝0.6％，

n＝9）and 100.6％（RSD＝0.5％，n＝9）. CONCLUSIONS：The developed method is simple，accurate，reliable and specific，and

can be used for the content determination of benzoic acid and salicy acid in Salicy acid complex lotion.
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本试验建立了HPLC法测定麦味地黄丸中熟地黄所含毛蕊花
糖苷含量的方法，以为中成药制剂中熟地黄的质量控制提供
可靠的依据。

3.2 流动相的选择

本试验先以乙腈-磷酸二氢钾为流动相，考察了其不同比
例对色谱的影响，发现峰形拖尾均严重，改为在乙腈中加入
0.1％醋酸溶液后峰形明显改善，提高了灵敏度和精密度。方
法学验证表明，其精密度、稳定性、回收率和重复性均能满足
定量分析的要求。国内目前检测毛蕊花糖苷含量的试验均存
在峰拖尾和保留时间长等现象，不利于快速、准确测定。本试
验采用乙腈-0.1％醋酸溶液（16 ∶ 84，V/V）作为流动相，峰形对
称、保留时间短、灵敏度高，可为相关制剂中毛蕊花糖苷的含
量测定提供一种新方法。

3.3 检测波长的选择

本试验利用二极管阵列检测器在 200～400 nm波长范围
内扫描其吸收光谱，发现在334 nm波长处有最大吸收，灵敏度
高、干扰较少，故以334 nm作为毛蕊花糖苷的检测波长。

综上所述，本法简便、准确、灵敏度高、重复性好，适用于
测定麦味地黄丸中毛蕊花糖苷的含量。
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水杨酸复合洗剂具有止痒、杀菌的作用，临床用于真菌感

染的手、足癣的治疗，疗效好、价格便宜。现行水杨酸复合洗

剂的质量标准收载于国家药品标准新药转正标准第13册[1]，本

品包装规格为粉剂包加溶液剂（瓶），粉剂包中苯甲酸和水杨

酸的含量测定采用容量分析法。该法操作烦琐，重复性差，缺

乏专属性。因此，笔者参考相关文献 [2-7]，采用高效液相色谱

（HPLC）法建立了同时测定该产品中苯甲酸和水杨酸含量的

方法。

1 材料
1100型 HPLC 仪，包含 G1314A VWD 可变波长检测器、

ChemStation色谱工作站（美国Agilent公司）；ME235S型电子

天平（德国Startorius公司）。

苯甲酸对照品、水杨酸对照品（中国食品药品检定研究

院，批号：100419-200301、100106-201104，质量分数：100.0％、

100.0％）；水杨酸复合洗剂（市售，批号：130101、130102、

130103）；甲醇（色谱纯，德国Merck公司）；其他试剂均为分析

纯，水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Agela C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：0.1

mol/L磷酸盐缓冲液（称取 17.9 g十二水磷酸氢二钠和 4.08 g

磷酸二氢钾，加超纯水 800 ml，用冰醋酸调 pH 为 6.0）-甲醇

（75 ∶ 25，V/V）；流速：1.0 ml/min；检测波长：270 nm；柱温：

40 ℃；进样量：10 μl。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 分别精密称取苯甲酸和水杨酸对照

品适量，用 50％甲醇溶液溶解并定量制成每 1 ml中约含苯甲

酸和水杨酸各0.2 mg的溶液，用0.2 µm微孔滤膜滤过，即得。

2.2.2 供试品溶液 取水杨酸复合洗剂的粉剂包装1包，振摇

1 min，取粉剂适量，精密称定，用50％甲醇溶液溶解并定量，用

0.2 µm微孔滤膜滤过，即得。

2.2.3 空白对照溶液 精密称取水杨酸复合洗剂粉剂包 1包

处方量的空白辅料适量，按“2.2.2”项下的方法制备成空白对

照溶液。

2.3 系统适用性试验

取“2.2”项下混合对照品溶液、供试品溶液、空白对照溶液

适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱，详见图1。由

图1可知，苯甲酸和水杨酸的保留时间分别约为6.5 min和9.0

min，理论板数分别为12 359和13 108，分离度为9.3；辅料不干

扰苯甲酸和水杨酸的含量测定。

2.4 线性关系考察

精密称取苯甲酸和水杨酸对照品21.24 mg和20.58 mg，置

于同一 50 ml量瓶中，加 50％甲醇溶液溶解并稀释至刻度，摇

匀，作为标准贮备液。精密吸取标准贮备液 1.0、3.0、5.0、7.0、

9.0 ml，分别置于 10 ml量瓶中，加 50％甲醇溶液稀释至刻度，

摇匀，按“2.1”项下色谱条件进样测定。以待测成分的检测质

量浓度（x）为横坐标，峰面积（y）为纵坐标，进行线性回归，得

苯甲酸和水杨酸的回归方程 y＝2 718x+3.42（r＝0.999 9）和

y＝3 509.4x+6.042（r＝0.999 8）。结果表明，苯甲酸和水杨酸

的检测质量浓度分别在42.48～382.32、41.16～370.44 μg/ml范

围内与各自峰面积积分值呈良好的线性关系。

2.5 精密度试验

精密吸取“2.2.1”项下混合对照品溶液 10 μl，按照“2.1”项

下色谱条件重复进样 6次，记录峰面积。结果，苯甲酸和水

杨酸峰面积的RSD分别为 0.36％和 0.29％，表明仪器精密度

良好。

2.6 稳定性试验

按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液（批号：130101），分别

在放置 0、2、6、8、12、24 h 时取适量注入 HPLC 仪，记录峰面

积。结果，苯甲酸和水杨酸峰面积的 RSD 分别为 0.44％和

0.61％，表明供试品溶液在24 h内质量稳定。

2.7 重复性试验

取水杨酸复合洗剂（批号：130101）适量，按“2.2.2”项下方

法制备6份供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件分别进样，记录

峰面积，按外标法以峰面积计算含量。结果，含苯甲酸和水杨

酸的量的平均值分别为 5.05 g 和 4.91 g，RSD分别为 0.53％和

0.78％，表明本方法的重复性良好。

2.8 加样回收率试验

精密称取已知苯甲酸、水杨酸含量的样品（批号：130101）

和苯甲酸、水杨酸对照品适量，配制高、中、低质量浓度的溶液

各3份，共9份，按“2.1”项下色谱条件进样测定，计算加样回收

率，结果见表1。

2.9 样品含量测定

取样品3批，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”

项下色谱条件进样测定峰面积，按外标法计算含量，同时与国

家药品标准[1]所采用的容量分析法测定结果进行比较。结果，

两种方法测定含量基本一致，详见表2。

图1 高效液相色谱图
A.混合对照品；B.供试品；C.空白对照；1.苯甲酸；2.水杨酸

Fig 1 HPLC chromatograms
A. mixed control；B. test samples；C. blank excipients；1. benzoic ac-

id；2. salicy acid
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3 讨论
3.1 检测波长的选择

笔者采用二极管阵列检测器对供试品溶液色谱图中的苯
甲酸峰和水杨酸峰的最大紫外吸收进行测定。结果发现，苯
甲酸在229 nm和270 nm波长处有最大吸收，水杨酸在232 nm
和299 nm波长处有最大吸收，并且在270 nm波长处苯甲酸和
水杨酸的吸收度均较大。同时，笔者参考了《日本药典》收载
的复方水杨酸醑剂和复方水杨酸溶液[2]，发现其测定苯甲酸和
水杨酸的检测波长亦为270 nm，故最终本研究选择270 nm为
检测波长。

3.2 流动相的选择
笔者考察了多种流动相组合：（1）0.3％冰醋酸水溶液（用

三乙胺调pH为7.0）-甲醇（75 ∶ 25，V/V）；（2）0.1 mol/L磷酸盐缓
冲液（称取 17.9 g十二水磷酸氢二钠和 4.08 g磷酸二氢钾，加

超纯水 800 ml，加三乙胺 2 ml，用稀磷酸调 pH 为 7.0）-甲醇
（75 ∶ 25，V/V）；（3）0.1 mol/L磷酸盐缓冲液[称取 17.9 g十二水
磷酸氢二钠至 500 ml超纯水中（A），称取 6.8 g磷酸二氢钾至
500 ml超纯水中（B），将B加入A中（大约A ∶ B＝2 ∶ 1，V/V）至
pH 为 7.0]-甲醇（75 ∶ 25，V/V）；（4）0.1 mol/L磷酸盐缓冲液（称
取 17.9 g 十二水磷酸氢二钠和 4.08 g 磷酸二氢钾，加超纯水
800 ml，用冰醋酸调 pH值为 6.0）-甲醇（75 ∶ 25，V/V）。结果发
现，采用4种流动相的色谱图中苯甲酸和水杨酸的分离度都大
于5.0，分离效果均较好，但前3种流动相对应的色谱图中苯甲
酸峰和水杨酸峰有明显的拖尾，流动相（2）中加入三乙胺对峰
拖尾现象改变也不明显；同时，发现流动相的 pH对水杨酸峰
和苯甲酸峰拖尾因子影响较大，pH为6.0时水杨酸和苯甲酸的
拖尾因子最理想，峰形对称尖锐。因此，最终确定流动相系统
（4）作为本研究的流动相。

水杨酸复合洗剂由粉剂包和溶液剂（瓶）组成，粉剂中含
有苯甲酸、水杨酸和硼酸，溶液剂（瓶）为乳酸，由于苯甲酸和
水杨酸有紫外吸收，而硼酸和乳酸无紫外吸收，故笔者仅建立
了同时测定苯甲酸和水杨酸含量的HPLC法，而硼酸和乳酸仍
采用容量分析法。综上所述，本方法准确、快速，操作简便，专
属性强，重复性好，可用于水杨酸复合洗剂中苯甲酸和水杨酸
的含量测定。
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本刊讯 2014年 6月 19日，国家卫生和计划生育委员会
副主任、国务院医改办主任孙志刚一行赴甘肃调研，实地考察
了甘肃省人民医院、兰州大学第一医院和甘肃省第二人民医
院，与医务人员和患者进行了深入交流，并听取了甘肃省卫生
计生工作汇报。

孙志刚充分肯定了甘肃省卫生计生工作，认为甘肃省医
改工作抓得实，公立医院监管有力，中医特色突出，在破解群
众看病难、看病贵问题上取得了良好效果。尤其是省人民医
院的远程医疗会诊、兰州大学第一医院的生殖医学专科和甘

肃省第二人民医院的中医传统治疗与康复等都有鲜明特色，

在解决群众看病就医方面成效明显。他强调，2014年是深化
医改的重要一年，一定要贯彻落实好医改各项政策，将医改五
项重点工作任务不断向前推进。他要求要研究远程医疗首诊
负责制，并进一步加大对卫生信息化的宣传力度，利用信息化
手段将群众留在基层，降低群众就医成本。

孙志刚一行还现场考察了中国科学院兰州近代物理研究
所研发的重离子治疗系统，并要求尽快将科研成果转化为临
床服务，惠及人民群众。

国家卫生和计划生育委员会副主任孙志刚一行赴甘肃调研

表1 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝9）

成分

苯甲酸

水杨酸

所含量，
mg

7.91

8.08

8.77

10.25

11.03

10.52

12.09

12.13

12.01

8.48

8.11

7.84

10.90

10.28

10.06

12.37

12.02

12.33

加入量，
mg

8.83

8.17

7.87

10.19

10.25

10.18

12.11

12.27

12.49

7.61

8.62

7.92

10.31

10.33

10.17

12.82

12.15

12.71

测得量，
mg

16.81

16.26

16.61

20.41

21.31

20.62

24.31

24.46

24.61

16.12

16.76

15.84

21.23

20.58

20.29

25.31

24.36

25.16

加样回收率，
％

100.79

100.12

99.62

99.71

100.29

99.21

100.91

100.49

100.88

100.39

100.35

101.01

100.19

99.71

100.59

100.94

101.56

100.94

平均加样回收率，
％

100.2

100.6

RSD，
％

0.6

0.5

表2 两种方法样品含量测定结果比较（n＝3）

Tab 2 Comparison of results of content determination by

two kinds of methods（n＝3）

批号

130101

130102

130103

HPLC法，g/包
苯甲酸

5.05

5.01

4.97

水杨酸
4.91

5.04

5.08

容量分析法，g/包
苯甲酸

5.03

5.02

4.94

水杨酸
4.93

5.01

5.03

··2669


