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杆菌肽（Bacitracin）是由枯草杆菌和地衣芽孢杆菌产生的
一种环肽，属于多肽类抗菌药物。杆菌肽至少有 7种同系物，

包括杆菌肽A、B（B1、B2、B3）、C（C1、C2、C3）、D、E、F、G等，其活
性由杆菌肽A至杆菌肽G递减[1]。杆菌肽的抗菌谱与青霉素
相似，对肺炎双球菌、葡萄球菌、淋球菌、脑膜炎双球菌及螺
旋体等均有杀灭作用，主要用于治疗耐青霉素的葡萄球菌感
染[2]。由于其副作用大，在临床上主要是外用。涉及后颅窝硬
脑膜的耳神经外科手术有可能发生伤口感染、脑脊液漏或脑
膜炎等严重并发症，使用杆菌肽液进行局部冲洗可减少伤口
感染及并发症的发生率，用药后患者未发现有过敏及耳毒性
或肾毒性发生[3]。杆菌肽还是一种治疗肠阿米巴病的无毒性
药物[4]。此外，杆菌肽在治疗眼科疾病方面效果良好。有研究
设计了一项从结膜炎、睑缘炎分离菌的药物敏感性对照试验，

结果显示杆菌肽/多黏菌素 B 的复合物疗效最好，敏感率为
93％[5]。笔者参考相关文献[6-10]，采用高效液相色谱（HPLC）法
对杆菌肽原料药中的主成分的含量及有关物质进行了测定，

以为更好地控制杆菌肽产品质量提供科学依据。

1 材料
Waters 2695 HPLC仪，包括2695型四元梯度泵、2487型紫

外检测器（美国 Waters 公司）；DIONEX-Ultimate 3000 HPLC

仪，包括变色龙色谱工作站、二极管阵列检测器（美国戴安公
司）；XS205电子天平（瑞士梅特勒-托利多公司）

杆菌肽 A 对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

130320- 200709，效价：66 U/mg）；杆菌肽原料药（华北制药股
份有限公司，批号：070701、070702、070703，效价：68 U/mg）；

磷酸氢二钾、磷酸、乙二胺四乙酸二钠（EDTA-2Na）均为分析
纯，乙腈、甲醇均为色谱纯，水为纯化水。

2 方法与结果
2.1 溶液的制备

2.1.1 供试品溶液 精密称取杆菌肽原料药 50 mg，置于 25

ml量瓶中，加流动相溶解并定容，摇匀，作为供试品溶液。

2.1.2 系统适用性溶液 精密称取杆菌肽A对照品20 mg，置
于10 ml量瓶中，加流动相2 ml和稀盐酸0.2 ml溶解，加流动相
定容，摇匀，作为系统适用性溶液。

2.1.3 对照溶液 精密量取“2.1.1”项下供试品溶液5 ml，置于
100 ml量瓶中，加流动相定容，摇匀，作为对照溶液。

2.1.4 灵敏度检测溶液 精密量取“2.1.3”项下对照溶液1 ml，

置于10 ml量瓶中，加流动定容，摇匀，作为灵敏度检测溶液。

2.1.5 杆菌肽 F（杂质 F）定位溶液 精密称取杆菌肽原料药
50 mg，置于 25 ml 量瓶中，加 EDTA-2Na 溶液 5 ml 溶解后定
容，摇匀，于沸水浴中加热 30 min，冷却至室温，作为杂质F定
位溶液。
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摘 要 目的：建立同时测定杆菌肽原料药中主成分的含量及有关物质的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为XTerra

MS® C18，流动相为水-0.2 mol/L磷酸氢二钾溶液（用磷酸调节pH至6.0）-甲醇-乙腈（28 ∶ 14 ∶ 52 ∶ 6，V/V/V/V），主成分杆菌肽A检测

波长为254 nm，杆菌肽F（杂质F）检测波长为300 nm，柱温为30 ℃，流速为1.0 ml/min，进样量为100 µl。结果：杆菌肽A质量浓度

在0.4～4 mg/ml范围内与峰面积呈良好的线性关系（r＝0.999 9）；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD≤0.5％；平均加样回收率为

100.1％，RSD为0.5％（n＝9）。主成分杆菌肽A与其他成分分离度较好；杂质F含量在6.0％以下。结论：本方法操作简便、快捷，结

果准确、可靠，可用于杆菌肽原料药的质量控制。
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Simultaneous Determination of Main Components and Related Substance in Bacitracin by HPLC
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of main components and related substance in

bacitracin. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on XTerra MS® C18 column with mobile

phase consisted of water-0.2 mol/L dibasic potassium phosphate solution（pH adjusted to 6.0）-methanol-acetonitrile（28 ∶ 14 ∶ 52 ∶ 6，
V/V/V/V）. The detection wavelength for bacitracin A was set at 254 nm for main components and 300 nm for bacitracin F. The col-

umn temperature was set at 30 ℃，the flow rate of 1.0 ml/min and the sample size was 100 μl. RESULTS：The linear range of baci-

tracin A was 0.4-4 mg/ml（r＝0.999 9）with an recovery of 100.1％（RSD＝0.5％，n＝9）. RSDs of precision，stability and reproduc-

ibility tests were lower than 0.5％. Main component bacitracin A was separated from other components well. The content of bacitra-

cin F was less than 6.0％. CONCLUSIONS：The method is simple，rapid，accurate and reliable，and it is applicable for the quality

control of bacitracin.
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2.1.6 空白溶液 40 mg/ml 的 EDTA-2Na 溶液（用 0.1 mol/L

氢氧化钠溶液调节pH至7.0）。

2.2 色谱条件和系统适用性试验

色谱柱：XTerra MS® C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动

相：水-0.2 mol/L 磷酸氢二钾溶液（用磷酸调节 pH 至 6.0）-甲

醇-乙腈（28 ∶ 14 ∶ 52 ∶ 6，V/V/V/V），流速：1.0 ml/min；主成分杆菌

肽A检测波长：254 nm，杂质F检测波长：300 nm；柱温：30 ℃；

进样量：100 µl。取“2.1.2”项下系统适用性溶液，按上述色谱

条件进样测定，记录色谱，详见图1。结果表明，杆菌肽B1的峰

顶到基线的高度（HP）与杆菌肽B1和B2之间的峰谷到基线的

高度（HY）之间的比值大于 1.2，各成分的分离度均符合要求。

本研究所得的系统适用性试验色谱图与《英国药典》中所附色

谱图比较[11]，各峰的出峰顺序和位置基本一致，详见图 2。杆

菌肽A、B1、B2和B3，杆菌肽B1之前洗脱的杂质，均可参照表 1

所列各成分的相对保留时间值来判断具体峰位。

表1 各成分相对保留时间值

Tab 1 Relative retention time of each component

成分
杆菌肽C1

杆菌肽C2

杆菌肽C3

杆菌肽B1

杆菌肽B2

杆菌肽B3

杆菌肽A

相对保留时间（近似值）

0.5

0.6

0.6

0.7

0.7

0.8

1.0

2.3 线性关系与定量限考察

精密称取杆菌肽 A 对照品适量，加水溶解，制成浓度约
为 4 mg/ml的溶液，作为标准溶液Ⅰ；精密量取标准溶液Ⅰ1、

2、4、8 ml，分别置于 10 ml 量瓶中，加水定容，制得标准溶液
Ⅱ～Ⅴ。按“2.2”项下色谱条件进样测定，记录色谱，以杆菌肽
A峰面积（y）为纵坐标、质量浓度（x，mg/ml）为横坐标进行线性
回归，得回归方程 y＝2 749.5x－672 223（r＝0.999 9）。结果表
明，杆菌肽A质量浓度在0.4～4 mg/ml范围内与峰面积呈良好
的线性关系。另外，当信噪比≥10时，测得杆菌肽A最低定量限
为100 ng。
2.4 专属性试验

取“2.1.1”项下供试品溶液（批号：070701）适量，共 5份，1

份加入 0.1 mol/L 盐酸溶液 5 ml，放置 8 h，备用；1份加入 0.1
mol/L 氢氧化钠溶液 2 ml，放置 2 h，备用；1 份经沸水浴
（100 ℃）中加热，放置2 h，备用；1份加入30％过氧化氢溶液5

ml，放置 2 h，备用；1份经 4 500 lx 光照破坏后，放置 48 h，备
用。分别精密量取上述溶液100 μl，按“2.2”项下色谱条件进样
测定，记录色谱，详见图 3。结果显示，本品在碱、氧化及热破
坏条件下，均会发生不同程度的降解，所得的降解产物峰与杆
菌肽A色谱峰均能达到良好的分离。

2.5 精密度试验

取“2.1.1”项下供试品溶液（批号：070701）适量，按“2.2”项

下色谱条件重复进样 6次。结果，杆菌肽A峰面积的RSD为

0.2％，表明方法精密度良好。

2.6 稳定性试验

取“2.1.1”项下供试品溶液（批号：070701），分别于室温放
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图1 系统适用性试验高效液相色谱图
1.杆菌肽C1；2.杆菌肽C2；3.杆菌肽C3；4.杆菌肽B1；5.杆菌肽B2；6.杆菌

肽B3；7.杆菌肽A

Fig 1 HPLC chromatograms of system suitability test
1.bacitracin C1；2.bacitracin C2；3.bacitracin C3；4.bacitracin B1；5.bacitra-

cin B2；6.bacitracin B3；7.bacitracin A
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图2 《英国药典》系统适用性试验色谱图
1.杆菌肽C1；2.杆菌肽C2；3.杆菌肽C3；4.杆菌肽B1；5.杆菌肽B2；6.杆菌

肽B3；7.杆菌肽A

Fig 2 HPLC chromatogram of system suitability test from

British Pharmacopeia
1.bacitracin C1；2.bacitracin C2；3.bacitracin C3；4.bacitracin B1；5.baci-

tracin B2；6.bacitracin B3；7.bacitracin A
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图3 破坏性试验高效液相色谱图

A.未破坏样品；B.酸破坏样品；C.：碱破坏样品；D.热破坏样品；E.氧化

破坏样品；F.光破坏样品；1.杆菌肽C1；2.杆菌肽C2；3.杆菌肽C3；4.杆菌

肽B1；5.杆菌肽B2；6.杆菌肽B3；7.杆菌肽A；8.杂质F；9～11.降解产物

Fig 3 HPLC chromatograms of destructive test

A.undestroyed sample；B.sample destroyed by acid；C.sample destroyed

by alkali；D.sample destroyed by heat；E.sample destroyed by oxidation；

F.sample destroyed by high light；1.bacitracin C1；2.bacitracin C2；3.

bacitracin C3；4. bacitracin B1；5. bacitracin B2；6.bacitracin B3；7. bac-

itracin A；8. impurity F；9-11.degradation products
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置0、3、6、12、24 h时进样测定。结果，杆菌肽A峰面积的RSD

为0.4％，表明供试品溶液在24 h内稳定性良好。

2.7 重复性试验

精密称取样品（批号：070701）6份，按“2.1.1”项下方法制
备供试品溶液，按“2.2”项下色谱条件进样测定。结果，杆菌肽
A峰面积的RSD为0.5％，表明本方法的重复性较好。

2.8 加样回收率试验

精密称取已知含量的样品（批号：070701）适量，共9份，各
置于 10 ml容量瓶中，分别精密加入杆菌肽A对照品适量，加
水溶解并稀释制成质量浓度分别为 1.6、2.0、2.4 mg/ml（即
80％、100％和120％）的溶液，各3份，按“2.2”项下色谱条件进
样测定，记录色谱并计算加样回收率，结果见表2。

表2 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝9）

样品含量，mg

7.96

7.88

7.94

10.75

10.78

10.66

12.15

12.09

12.17

加入量，mg

7.97

8.05

8.12

10.53

10.32

10.53

12.14

12.22

12.19

测得量，mg

15.95

15.99

16.09

21.19

21.05

21.19

24.38

24.30

24.41

加样回收率，％
100.1

100.4

100.2

99.6

99.8

100.4

100.4

99.9

100.2

平均加样回收率，％

100.1

RSD，％

0.5

2.9 耐用性试验

分别采用 XTerra MS® C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）、Wa-

ters XBridgeTM C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）和Ultimate-AQ- C18

（250 mm×4.6 mm，5 µm）3种色谱柱，在相同色谱条件下进行
试验。结果，杆菌肽A峰面积的RSD均小于1.5％，可见3种色
谱柱所测结果无显著性差异，表明本方法的耐用性良好。

2.10 样品有关物质及主成分的含量测定

取“2.1.1”项下供试品溶液适量，按“2.2”项下色谱条件进
样测定，依据国外药典中杆菌肽有关物质的检查方法[11-12]，取

“2.1.5”项下杂质F定位溶液适量，在300 nm波长处进行检测，

以确定杂质F的位置。另取“2.1”项下供试品溶液、系统适用
性溶液、对照溶液、灵敏度检测溶液各适量，均在 254 nm波长
处进行检测。分别记录色谱，按面积归一化法分别计算杆菌
肽A、B1、B2、B3含量的总和，其他杂质的百分含量（杆菌肽 B1之
前洗脱的多肽类）及杂质F含量，供试品溶液色谱中任何小于
对照溶液中主峰面积的峰均可忽略不计，结果见表3。

表3 样品有关物质及主成分的含量测定结果（n＝3）

Tab 3 Related substance and content determination of sam-

ples（n＝3）

批号
070701

070702

070703

杂质F，％
3.8

3.7

3.9

杆菌肽 B1之前洗脱的多肽类，％
4.3

4.6

4.5

杆菌肽 A，％
71.1

71.2

70.9

杆菌肽 A、B1、B2和B3总和，％
88.3

88.1

88.0

3 讨论
3.1 流动相的选择

由系统适用性试验及专属性试验色谱图可见，本方法能
使杆菌肽各成分及其他杂质实现良好分离，与传统的抗菌药
物微生物检定法相比，可更加准确地测定杆菌肽主成分和杂

质的含量。试验过程中，在仪器与色谱柱相同条件下，若单纯

用甲醇作有机相，流动相洗脱能力差、保留时间长、峰形差。

而本研究中所选择的色谱条件中添加了一定比例的乙腈，可
更好地改善峰形，并使各峰间的分离度达到要求；且流动相中
的磷酸盐缓冲液为磷酸氢二钾溶液（用磷酸调节pH至6.0），成
本价格低廉，方法简便易行。故选择水-0.2 mol/L酸氢二钾溶
液（用磷酸调节pH至6.0）-甲醇-乙腈（28 ∶14 ∶52 ∶6，V/V/V/V）作
为本研究的流动相。

3.2 检测波长的选择

通过二极管阵列检测器对供试品溶液进行检测，发现采
用 254 nm波长测定时，样品中杆菌肽主成分与次要成分均有
较强吸收，并在该波长下能检测到较多的相关杂质，故选用
254 nm作为测定主成分含量的波长。同法测定杂质F的定位
溶液，发现在 300 nm波长处杂质F的响应值最高，故选用 300

nm波长作为杂质F的检测波长。

3.3 成分的确定

根据文献报道[13]，杆菌肽A是其中最有效和含量最高的，

其结构具有4个D型氨基酸，8个L型氨基酸，在直链部分C末
端为L-天门冬氨酸的自由羧基和L-赖氨酸的ε-氨基以酰胺键
连结成为一个七肽环，在N末端的L-异亮氨酸和L-半胱氨酸
之间形成一个广唆哇琳环。杆菌肽A分子中 8位的L-异亮氨
酸被缬氨酸所取代形成杆菌肽B。在发酵产物中杆菌肽A和
B的含量总和在96％左右。另外，杆菌肽A的唆哇琳环在碱性
条件下可发生自身氧化，形成没有抗菌活性的杆菌肽F，其他
杆菌肽C、D、E、G含量很少。本试验中，采用该方法未检测到
杆菌肽D、E、G，且杆菌肽C的含量也较低，杆菌肽A的含量在
70％以上，因此，将杆菌肽A作为主成分进行测定。

3.4 该方法的优势与意义

《中国药典》2010年版中收载的该品种含量测定方法为抗
菌药物微生物检定法（浊度法和管碟法）[14]。药典法测定的是
杆菌肽中所有活性成分的总体含量，未对各成分含量分别进
行测定，且该法试验步骤烦琐、干扰因素多、所需时间长、准确
度和精密度较差。此外，药典标准尚未收载有关物质的检查
方法，难以对本品进行全面的质量控制。本研究参照《英国
药典》（2011版）和《欧洲药典》（7.0版）[11-12]，建立了以HPLC法
测定杆菌肽中主成分含量及有关物质的方法。

本试验建立的色谱分析方法全面、清晰地检测出了国内
杆菌肽原料药生产厂家所生产样品的成分构成，对其中所含
杆菌肽主成分、次要成分及其他杂质的分布状况、比例进行了
准确的量化分析。与传统的抗菌药物微生物检定法相比，本
法获得的信息更为丰富、更具评估价值，为生产企业改进工艺、

提高质量监控水平提供了可供选择的更为先进的科学手段，对
提高国内相关产品的质量、安全性及稳定性有重大意义。

综上所述，本方法操作简便、快捷，结果准确、可靠，可用
于杆菌肽原料药的质量控制。
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摘 要 目的：建立同时测定茵栀黄颗粒中黄芩苷、木犀草素和绿原酸含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为

Diamonsil C18，流动相为乙腈-0.2％磷酸溶液（梯度洗脱），流速为1.0 ml/min，柱温为35 ℃，黄芩苷和绿原酸检测波长为327 nm、木

犀草素检测波长为 360 nm，进样量为 10 μl。结果：黄芩苷、木犀草素、绿原酸质量浓度分别在 10.10～202.00、0.10～2.04、0.50～

9.96 μg/ml范围内与各自峰面积呈良好的线性关系（r＝0.999 7、0.999 6、0.999 7）；精密度、稳定性、重复性试验的RSD＜1.0％；平

均加样回收率分别为97.98％、98.15％、97.22％，RSD分别为0.04％、0.70％、0.95％（n＝6）。结论：该方法简便、稳定、重复性好，可

用于茵栀黄颗粒中黄芩苷、木犀草素和绿原酸的含量测定。

关键词 高效液相色谱法；茵栀黄颗粒；黄芩苷；木犀草素；绿原酸

Simultaneous Determination of Baicalin，Luteolin and Chloroginic Acid in Yinzhihuang Granules by HPLC
PENG Ming-li，ZHAO Guan-ren，WEN Xiao-xu（Dept. of Pharmacy，No. 309 Hospital of PLA，Beijing 100091，

China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of baicalin，luteolin and chloroginic acid in Yin-

zhihuang granules. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Diamonsil C18 column with mo-

bile phase consisted of acetonitrile-0.2％ phosphoric acid at the flow rate of 1.0 ml/min（gradient elution）. The column temperature

was 35 ℃. The detection wavelength was set at 327 nm for baicalin and chloroginic acid，and 360 nm for luteolin. The sample size

was 10 μl. RESULTS：The linear range was 10.10-202.00 μg/ml for baicalin（r＝0.999 7），0.10-2.04 μg/ml for luteolin（r＝0.999 6）

and 0.50-9.96 μg/ml for chloroginic acid（r＝0.999 7）. RSDs of precision，reproducibility and stability tests were lower than 1.0％.

Average recoveries were 97.98％（RSD＝0.04％，n＝6），98.15％（RSD＝0.70％，n＝6）and 97.22％（RSD＝0.95％，n＝6），respec-

tively. CONCLUSIONS：The developed method is simple，stable and reproducible，and can be used for the content determination

of baicalin，luteolin and chloroginic acid in Yinzhihuang granules.

KEYWORDS HPLC；Yinzhihuang granules；Baicalin；Luteolin；Chloroginic acid
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