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摘 要 目的：建立测定复方吡拉西坦脑蛋白水解物片中硫酸软骨素钠含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为

JADE-PAK ODS-AQ，流动相为 0.008 mol/L 磷酸二氢铵溶液（pH＝3.6），流速为0.5 ml/min，检测波长为194 nm，柱温为30 ℃，进

样量为10 μl。结果：硫酸软骨素钠检测质量浓度线性范围为5～62.5 μg/ml（r＝0.999 9），平均回收率为99.12％（RSD＝0.7％，n＝

9），检测限为2.5 ng。结论：建立的方法灵敏度高、专属性强、操作简单、结果准确，可为控制该药品的质量提供参考。
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Determination of Chondroitin Sulfate Sodium in Compound Piracetam and Cerebroprotein Hydrolysate
Tablets by HPLC
LIU Zhi-hui（Meizhou Institute for Food and Drug Control，Guangdong Meizhou 514071，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of chondroitin sulfate sodium in Compound pi-

racetam and cerebroprotein hydrolysate tablets. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on

JADE-PAK ODS-AQ column with mobile phase consisted of 0.008 mol/L ammonium biphosphate（pH＝3.6）at the flow rate of 0.5

ml/min. The detection wavelength was set at 194 nm，and the column temperature was 30 ℃. The injection volume was 10 μl. RE-

SULTS：The linear rang of chondroitin sulfate sodium was 5-62.5 μg/ml（r＝0.999 9）with an average recovery of 99.12％（RSD＝

0.7％，n＝9）. The detection limit was 2.5 ng. CONCLUSIONS：Established method is sensitive，specific，simple，and accurate，

and provides reference for the quality control of the tablet.
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表3 3批样品中有机溶剂残留量测定结果（n＝3）
Tab 3 Content determination of residual organic solvent in

3 batches of samples（n＝3）

溶剂

甲醇
乙醇
甲苯
DMF

批号
20060501

未检出
0.2％
未检出
未检出

20060502

未检出
0.2％
未检出
未检出

20060503

未检出
0.2％
未检出
未检出

3 讨论
3.1 色谱柱的选择

取“2.2”项下待测对照溶液，分别选用不同极性的毛细管
色谱柱（聚乙二醇 2000和 DB-624色谱柱）进行试验，结果表
明，前者分离效果（分离度均大于5.8）优于后者（分离度均大于
1.5）。故试验中选择了含聚乙二醇 2000固定相的 INNOWAX

弹性石英毛细管柱为分离柱。

3.2 进样方式的选择

与直接进样相比，顶空进样方式可大大降低对色谱柱的污
染，且有利于延长色谱柱使用寿命，故选择顶空进样方式。

3.3 溶剂的选择

在考察溶解样品的溶剂时，虽然原料药在水中易溶，但甲
苯不溶于水，而在DMSO中具有很好的溶解性，故选择DMSO

作为溶剂，实现了样品和各有机溶剂均能较好溶解的目的，且

各有机溶剂分离完全，柱效、峰形良好，保留时间适宜。
3.4 顶空平衡温度和时间的选择

取“2.2”项下待测对照溶液，分别在70、75、80、85、90 ℃下
加热平衡30 min和顶空平衡温度为80 ℃时加热20、30、40 min
后进样测定，结果表明，顶空温度为 80 ℃、加热时间为 30 min
时，4种溶剂分离较好，且峰形均良好。故选择顶空平衡温度
为80 ℃，平衡时间为30 min。

根据2010年版《中国药典》规定[4]，本文所检测的4种残留
溶剂分别属于Ⅰ类（DMF）、Ⅱ类（甲醇、甲苯）和Ⅲ类（乙醇）溶
剂，均需严格控制含量。本试验中，3批样品仅检出微量乙醇
残留，结果符合《中国药典》规定。

本文选用极性的 INNOWAX弹性石英毛细管柱，用顶空
进样方法，采用程序升温方式，对4种有机溶剂同时进行分析，
在较短的分析时间内4种有机溶剂达到了完全分离，故建立的
方法可用于酒石酸罗格列酮原料药的质量控制。
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复方吡拉西坦脑蛋白水解物片为复方制剂，主要成分为
吡拉西坦、脑蛋白水解物、谷氨酸、硫酸软骨素钠、维生素B1、

维生素B2、维生素B6、维生素E；适用于急慢性脑血管病、脑外
伤、各种中毒性脑病等原因引起的脑神经功能障碍及记忆力
减退、先天性脑发育不全、儿童智能发育迟缓、老年性痴呆等
的治疗[1]。其中硫酸软骨素钠主要为N-乙酰半乳糖胺（2-乙酰
胺-2-脱氧-β-D-吡喃半乳糖）和D-葡萄糖醛酸的共聚物的硫酸
酯钠盐，共聚物内己糖通过β-1，3及β-1，4糖苷键交替连接。复
方吡拉西坦脑蛋白水解物片中硫酸软骨素钠测定方法现行标
准是分光光度法[2]：利用盐酸水解供试品生成氨基己糖，然后
在碱性条件下与乙酰丙酮反应，生成色原物质，再与对二甲氨
基苯甲醛溶液反应产生红色，以氨基葡萄糖为对照品，用分光
光度法在525 nm 波长处测吸光度，乘以系数0.830 9 计算氨基
葡萄糖的量。该法水解产生的氨基己糖系一种氨基半乳糖，

半乳糖是一种由6个碳和1个醛组成的单糖，归类为醛糖和己
糖；葡萄糖是己醛糖，氨基半乳糖与氨基葡萄糖的分子式相
同，但结构式是完全不同的，因此该分光光度法不仅不能准确
测定硫酸软骨素钠的主体结构的真实含量，而且结果重现性
不好[3]。笔者参考文献[4-8]，建立了采用高效液相色谱（HPLC）

法测定复方吡拉西坦脑蛋白水解物片中硫酸软骨素钠含量的
方法，结果表明该方法灵敏度高、专属性强、操作简单、结果准
确，可为控制该药品的质量提供参考。

1 材料
1.1 仪器

1200型HPLC仪、紫外检测器（美国Agilent公司）。

1.2 药品与试剂
硫酸软骨素钠对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

140792-201001，纯度：100％）；样品为复方吡拉西坦脑蛋白水
解物片（复方制剂，白求恩医科大学制药厂二分厂，批号：

20130620、20121013、20131102 ，规格：每片含硫酸软骨素钠
20 mg）；磷酸二氢铵为分析纯；水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：JADE-PAK ODS-AQ（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流
动相：0.008 mol/L磷酸二氢铵溶液（pH＝3.6），流速：0.5 ml/min；
紫外检测器，检测波长：194 nm；柱温：30 ℃；进样量：10 μl。
2.2 溶液的制备
2.2.1 对照品溶液。精密称取在105 ℃干燥4 h的硫酸软骨素
钠对照品约 25 mg，置于 25 ml 量瓶中，加水溶解并稀释至刻
度，摇匀；精密量取 5 ml，置于 200 ml 量瓶中，加水稀释至刻
度，摇匀，作为对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液。取样品 20片，精密称定，研细，精密称取
适量（约相当于硫酸软骨素钠25 mg），置于50 ml量瓶中，加乙
腈5 ml，加水25 ml，超声（功率：250 W，频率：45 kHz）约10 min
使硫酸软骨素钠溶解，加水稀释至刻度，摇匀，滤过；精密量取
续滤液10 ml，置于200 ml量瓶中，加水稀释至刻度，作为供试
品溶液。

2.2.3 阴性样品溶液。按样品处方比例，制备除硫酸软骨素
钠外的阴性样品，并按“2.2.2”项下方法制备阴性样品溶液。

2.3 系统适用性试验
取供试品（批号：20130620）溶液注入色谱仪，记录色谱

图，以硫酸软骨素钠峰计理论板数为11 369，硫酸软骨素钠峰
与相邻峰的分离度为2.01，见图1。

2.4 专属性试验
分别吸取供试品溶液、对照品溶液和阴性样品溶液，注入

色谱仪。结果，阴性样品溶液在与对照品相应的保留时间处，

无色谱峰出现，表明处方中各成分及辅料不干扰硫酸软骨素
钠的含量测定，见图1。

2.5 破坏性试验
分别取样品细粉（批号：20130620）适量（约相当于硫酸软

骨素钠25 mg），置于50 ml量瓶中，其中3份分别加入0.1 mol/L
盐酸溶液 5 ml、0.1 mol/L 氢氧化钠溶液 5 ml 和 30％双氧水 2

ml，放置30 min后中和，加乙腈5 ml、水25 ml，超声（功率：250

W，频率：45 kHz）约 10 min，加水稀释至刻度，摇匀；另外 2份
分别置于3 000 lx光线下放置6 h和100 ℃加热12 h后，加乙腈
5 ml、水25 ml，超声约10 min，加水稀释至刻度，摇匀。取上述
溶液注入色谱仪。结果显示，硫酸软骨素钠对酸、碱和光照均
较稳定，杂质未见明显变化，加热条件下发生降解，但在氧化
条件下更易降解；各破坏条件下的降解产物峰对硫酸软骨素
钠峰均无干扰，分离效果良好，见图2。

2.6 定量限和检测限试验
取对照品溶液，以不同比例稀释，在上述色谱条件下测

定。以信噪比为10 ∶1确定定量限为0.75 μg/ml，即7.5 ng；以信
噪比为3 ∶1确定检测限为0.25 μg/ml，即2.5 ng。
2.7 线性关系考察

精密称取硫酸软骨素钠对照品约 62.5 mg，置于 50 ml量
瓶中，加水振摇使溶解并稀释至刻度，摇匀，作为对照品贮备
液。分别精密量取对照品贮备液 1、1.5、1、2、3、1、5 ml，置于
250、250、100、100、100、25、100 ml 量瓶中，用水稀释至刻度，

制备成5、7.5、12.5、25、37.5、50、62.5 μg/ml 的硫酸软骨素钠对
照品系列溶液，按上述色谱条件进样测定，记录色谱图，以峰
面积（A）为纵坐标、对照品质量浓度（c）为横坐标，绘制标准曲
线，得线性方程A＝19 166.284 6c+4.589 3（r＝0.999 9）。结果
表明，硫酸软骨素钠检测质量浓度线性范围为5～62.5 μg/ml。
2.8 精密度试验

取“2.12”项下对照品溶液，连续进样 6次，其峰面积RSD
为0.1％（n＝6）。

2.9 重复性试验
取同一批号的样品，按“2.2.2”项下方法处理制备、进样，

平行测定6 次，平均含量为19.66 mg，RSD 为0.3％（n＝6）。

2.10 回收率试验
取已知含量的样品（批号：20130620，每片含19.52 mg），加

入硫酸软骨素钠对照品分别制备成相当于标示量80％、100％、

图1 系统适用性试验高效液相色谱图
A.供试品溶液；B.对照品溶液；C.阴性样品溶液；1.硫酸软骨素

Fig 1 HPLC chromatograms of system suitability test
A. sample solution；B. reference solution；C. negative solution；1. chon-

droitin sulfate
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120％含量的样品，各3个共9份样品，按含量测定方法测定含
量，结果平均回收率为99.1％，RSD＝0.7％。结果见表1。

表1 回收率试验（n＝3）
Tab 1 Results of recovery tests（n＝3）

样品含量，mg

10.21

10.08

10.18

12.35

12.42

12.22

15.18

15.37

15.21

加入量，mg

10.12

10.23

10.42

12.53

12.45

12.33

15.12

15.31

15.20

测得量，mg

20.18

20.13

20.42

24.82

24.84

24.53

30.21

30.51

30.36

回收率，％
98.52

98.24

98.27

99.52

99.76

99.84

99.40

98.89

99.67

平均回收率，％

99.12

RSD，％

0.7

2.11 稳定性试验
取同一份供试品（批号：20130620）溶液，在室温下放置0、

2、4、6、8、12 h后测定，结果硫酸软骨素钠的峰面积的RSD＝

0.6％（n＝6）。结果表明，供试品溶液在12 h内稳定。

2.12 样品含量测定
按“2.2.1”“2.2.2”项下方法制备供试品溶液和对照品溶

液，按“2.1”项下的色谱条件测定，外标法计算含量，分别对 3

批样品进行含量测定，结果见表2。

表2 样品含量测定结果
Tab 2 Results of content determination of samples

批号
20130620

20121013

20131102

含量，mg

19.52

19.29

19.82

3 讨论
3.1 检测波长的选择

取对照品溶液，于 190～400 nm 波长范围内扫描绘制其
紫外吸收光谱，结果，硫酸软骨素钠在194 nm 波长处有最大吸
收，故本次试验选其为检测波长。

3.2 色谱条件的选择
3.2.1 流动相的选择。分别试用辛烷对氨基苯磺酸钠溶液、

庚烷磺酸钠溶液[4-5]和磷酸二氢铵溶液作为流动相，结果发现
峰形均好，出峰时间分别为 5.957、4.854、7.546 min，与相邻峰
的分离度分别为 1.36、1.24、2.01，但前 2种溶液为流动相时出
峰太快，且分离效果不太好，因此最终采用磷酸二氢铵溶液。

因一般情况下加入乙腈能增加洗脱能力，使峰形更好，故笔者
尝试加入一定比例的乙腈[4-5]：0.008 mol/L磷酸二氢铵溶液-乙
腈（97 ∶ 3）、0. 008 mol/L 磷酸二氢铵溶液-乙腈（95 ∶ 5）、0.008
mol/L磷酸二氢铵溶液-乙腈（90 ∶ 10），结果并未见柱效提高和
分离效果更好，同时出峰时间却加快了不少，故未加入乙腈。

也尝试过选用不同离子强度的磷酸二氢铵溶液（0.008、0.010、
0.015 mol/L），结果发现不同离子强度下柱效和分离效果未见
明显变化，因此选用 0.008 mol/L的离子强度。色谱柱选用了
水性柱，其不但能够支持100％的无机相，且不会损害色谱柱。

3.2.2 溶剂的选择。样品为复方制剂，其中吡拉西坦、维生素
B1、维生素B6、硫酸软骨素钠溶于水，谷氨酸微溶于水，脑蛋白
水解物为蛋白质类。当以水作溶剂时，在硫酸软骨素峰附近
出现有较大的峰，与硫酸软骨素峰层叠在一起分不开；当加入
5 ml乙腈作为提取溶剂时，因减少了其他水溶性物质的溶解
度，结果表明能较好地分开硫酸软骨素峰与相邻峰。因此采
用25 ml水中加入5 ml乙腈为提取溶剂。

复方吡拉西坦脑蛋白水解物片是复方制剂，成分比较多，

若参照文献进行酶解[3]，硫酸软骨素可酶解成硫酸软骨素A、

B、C，而硫酸软骨素A、B、C与相邻峰难以分开。本试验则不
进行酶解试验，故直接测定的成分是硫酸软骨素钠，操作较为
简单，故可作为测定硫酸软骨素钠含量的方法依据。
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图2 破坏性试验高效液相色谱图
A.酸破坏后样品；B.碱破坏后样品；C.光照破坏后样品；D.热破坏后样

品；E.氧化破坏后样品；1.硫酸软骨素

Fig 2 HPLC chromatograms of destruction test
A. sample destructed by acid；B. sample destructed by alkali；C. sample

destructed by light；D. sample destructed by high temperature；E. sam-

ple destructed by oxidation；1. chondroitin sulfate
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