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基于吸收系数的生脉注射液中聚山梨酯
R̂

含量测定新方法

聂黎行!常
!

艳!戴
!

忠!马双成"

中国食品药品检定研究院%北京
!

@???;?

摘
!

要
!

聚山梨酯
:?

又名吐温
:?

%为一种亲水型非离子表面活性剂%是食品'保健品和药品中常用的辅料%

作为增溶剂和澄清剂广泛用于中药注射剂&近年来%不良反应的发生使得聚山梨酯
:?

的质量和应用愈加受

到重视%有研究认为其加入可能引起注射剂不良反应增加&为避免超量使用%有必要对该辅料的投料加以严

格控制&中药注射剂中聚山梨酯
:?

的含量测定是当下研究的热点和难点%可以通过分光光度法'分子排阻

g

蒸发光散射检测法!

*68I62*7

#'液质联用法!

28I1*

#直接测定%也可以水解后法经液相色谱
g

紫外检测

法!

F,28IH0

#或气相色谱法!

P8

#间接测定&但由于聚山梨酯
:?

为聚氧乙烯聚合数目不同的混合物'不同

厂家生产的聚山梨酯
:?

化学组分及比例存在较大差异%难以采用统一的转换公式或对照品准确定量&此

外%中药注射剂的复杂基质造成的假阳性干扰也对定量提出了挑战&为解决以上问题%以生脉注射液为例%

提出基于吸收系数的中药注射剂中聚山梨酯
:?

含量测定新方法&优化检测波长'显色剂种类'液液萃取过

程振荡和静置时间%在
B

个不同品牌仪器上测得聚山梨酯
:?I

硫氰酸钴配合物的吸收系数!

1

@h

@OY

#为
@?A=->

%

相对标准偏差!

3*7

#为
-=?:h

&生脉注射液稀释
@?

倍后%精密量取供试品溶液
@=?Y2

%精密加入硫氰酸钴

溶液
@?Y2

%二氯甲烷
-?Y2

%涡旋振荡
>Y$%

&将混合液移至分液漏斗中%静置
>?Y$%

%取下层二氯甲烷

液%将前
@Y2

弃去%接收约
@;Y2

%在
>-?%Y

处测定吸光度%再根据
2#Ŷ'")I+''"

定律%利用获得的吸收

系数计算得到聚山梨酯
:?

的含量&方法阴性无干扰%精密度和重复性相对标准偏差均低于
>h

%平均回收率

为
9:=A-h

&为进一步验证方法的准确性%分别采用吸收系数法和标准曲线法测定了
-

个厂家的
@?

批生脉

注射液%并与实际投料量比较&配对
(

检验结果表明%当置信度为
9;h

时%两种方法无显著性差异%吸收系

数法测得结果与企业生产中聚山梨酯的实际投料量也无显著性差异&研究采用前人未采用的'灵敏度更高

的
>-?%Y

为检测波长%显著降低了基质干扰%克服了中药注射剂中聚山梨酯
:?

测定结果与实际投料量难

以吻合的问题&吸收系数法无需使用对照品%亦不用制备标准曲线%可为中药注射剂中聚山梨酯
:?

的检查

标准提供切实可行的解决方案&所建方法灵敏'准确'快速'简便%为含聚山梨酯
:?

制剂的质量控制提供了

关键常数及新的思路&

关键词
!

聚山梨酯
:?

*生脉注射液*吸收系数*硫氰酸钴*含量测定
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聚山梨酯
:?

!

U

J.

/
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#又名吐温
:?

!

)d''%I:?

#%作

为增溶剂'乳化剂'稳定剂或润滑剂用于药品制剂过程(

@I;

)

%

为提高澄明度和稳定性%其在中药注射剂中的应用尤为广

泛&有研究认为聚山梨酯
:?

的加入可能引起注射剂不良反

应增加(

BI<

)

%郭志鑫等(

:

)发现多个中药注射剂存在超量使用

聚山梨酯
:?

的现象%因此有必要对该辅料的投料加以严格

控制&

聚山梨酯
:?

由油酸'失水山梨醇'环氧乙烷经酯化'聚

合生成%中国药典定义其系油酸山梨坦与环氧乙烷聚合而成

的聚氧乙烯
-?

油酸山梨坦&实际上
@YJ.

油酸山梨坦与
-?

YJ.

聚氧乙烯的合成只是总投料比%具体到每一个分子上聚

合的聚氧乙烯数目并不相同%所以聚山梨酯
:?

是一个聚氧

乙烯聚合数目不同的混合物&另一方面%由于原料来源'生



产工艺的不同%使得不同厂家产品的化学组分及比例存在较

大差异(

9

)

&以上现实情况对其质量控制提出了挑战&

中药注射剂中聚山梨酯
:?

的含量测定是当下研究的热

点和难点%按测定方式可分为间接测定法和直接测定法两

种&间接法包括高效液相色谱法!

F,28

#和气相色谱法

!

P8

#&

F,28

法(

@?

)基于反相色谱测定聚山梨酯
:?

的水解产

物油酸%精密度较高%但因油酸不稳定性而受到限制&

P8

法(

@@

)将聚山梨酯
:?

水解成油酸后酯化%得到更加稳定的油

酸甲酯用于测定%但前处理步骤的增加为准确度和精密度带

来了不利影响&上述两种方法都是通过油酸或者油酸甲酯与

聚山梨酯
:?

分子量之比折算含量%但聚山梨酯
:?

分子量只

是一个理论值%所以间接法难以准确定量&直接法包括
*68I

62*7

!分子排阻
I

蒸发光散射#法和分光光度法&

*68I62*7

法(

@-

)前处理简单%但聚山梨酯
:?

色谱行为复杂%并非单一

色谱峰%给准确定量带来困难&此外%

*68I62*7

法定量的

基本前提在于所用对照品与样品中聚山梨酯
:?

的化学组成

必须完全一致%但不同来源的聚山梨酯
:?

的化学组成和比

例存在很大差异%其在
62*7

上的响应也不尽相同&在建立

质量标准时%由于不同企业辅料来源不同%因此难以找到统

一对照品用于定量&聚山梨酯
:?

的紫外光谱仅有末端吸收%

但其结构中的聚乙氧基可以和硫氰酸钴反应形成蓝色复合

物%经有机溶剂萃取后可在
B-?%Y

左右采用分光光度法测

定含量(

@>

)

&中药注射剂基质复杂%某些成分自身或者与硫氰

酸钴反应后在测定波长处可能也有吸收%造成本底偏高%出

现假阳性结果&即便可以通过扣除不含聚山梨酯
:?

的阴性

样品的吸收消除系统误差%但如要制订质量标准%很难同时

提供统一的阴性样品用于检验&

本研究提出一种中药注射剂中聚山梨酯
:?

含量测定新

方法%利用聚山梨酯
:?I

硫氰酸钴配合物在
>-?%Y

的百分吸

收系数对生脉注射液进行定量&该方法灵敏'准确'快速'

简便%无需对照品%为中药注射剂等含聚山梨酯
:?

制剂的质

量控制提供了关键常数及新的思路&

@

!

实验部分

G%G

!

仪器与试药

6-A?

电子天平!瑞士
1')).'"

公司#*

:A;>

紫外
I

可见分

光光度计!美国
5

&

$.'%)

公司#*

60G2H!CGT-B?+CG

紫外
I

可见分光光度计!美国
!E'"YJ

公司#*

H0I-A?@,8

紫外
I

可

见分光光度计!日本
*FC157DH

公司#*

2#Ŷ V#>;

紫外
I

可

见分光光度计!美国
,'"W$%6.Y'"

公司#*

HI>9??

紫外
I

可见

分光光度计!日本
FC!58FC

公司#*

!HI@9?@

紫外
I

可见分

光光度计!北京普析通用仪器有限责任公司#*

1$..$Ì

型超

纯水处理系统!美国
1$..$

U

J"'

公司#&

聚山梨酯
:?

对照品!批号
3?>?a?

%含量以
@??h

计%美

国药典会#*硫氰酸铵'硝酸钴'三氯化铁'氯化钠'二氯甲

烷'三氯甲烷!分析纯%国药集团化学试剂有限公司#*实验

用水为超纯水&生脉注射液及相应的缺聚山梨酯
:?

的阴性

对照品分别由
5

'

+

两个药厂提供&

G%H

!

溶液制备

@=-=@

!

对照品溶液

取聚山梨酯
:?

对照品%精密称定%加水分别制成每
@

Y2

含
@Y

&

的溶液&

@=-=-

!

供试品溶液

精密量取生脉注射液
@Y2

%于
;Y2

量瓶中%加水稀释

至刻度%摇匀&

@=-=>

!

阴性对照溶液

取缺聚山梨酯
:?

的阴性对照%按.

@=-=-

/项操作%配制&

G%I

!

吸收系数的测定

精密量取对照品溶液
?=:

%

@=?

和
@=-Y2

至锥形瓶中%

精密加水补足至
-=?Y2

%精密加入硫氰酸钴溶液!称取硝酸

钴
B=?

&

'硫氰酸铵
A?=?

&

%加水溶解并稀释至
-??Y2

#

@?

Y2

%二氯甲烷
-?Y2

%涡旋振荡
>Y$%

&将混合液移至分液

漏斗中%静置
>?Y$%

%取下层二氯甲烷液%前
@Y2

弃去%接

收约
@;Y2

%随行制备空白溶液&在
>-?%Y

处%采用紫外
I

可见分光光度法!中国药典
-?@;

年版四部通则
?A?@

#%分别

在
B

个不同品牌'型号仪器上测定吸光度&共测得
;A

个数

据%求平均值%得到聚山梨酯
:?I

硫氰酸钴配合物的百分吸

收系数为
@?A=->

%

3*7

为
-=?:h

%见表
@

&

表
G

!

聚山梨酯
R̂7

硫氰酸钴配合物

IĤ ,5

下的吸收系数

&+96(G

!

?9)0.

:

*#0,20(11#2#(,*01209+6**'#02

4

+,+*(205

:

6(S

01

:

06

4

)0.9+*(R̂

%

-(*(2*(-+*IĤ ,5

!

,

G̀

G25

%

#]I

#

紫外
I

可见光谱仪

品牌和型号

聚山梨酯
:?

对照品浓度

$!

Y

&

+

Y2

g@

#

吸收

系数

5

&

$.'%):A;>

?=?A @?@=9?

?=?; @?A=<B

?=?B @?9=>;

!E'"YJ60G2H!CGT-B?+CG

?=?A @?A=A:;

?=?; @?;=:A

?=?B @@?=-@

*FC157DHH0I-A?@,8

?=?A @?-=?@

?=?; @?A=;<

?=?B @?B=9B

,'"W$%6.Y'"2#Ŷ V#>;

?=?A 99=@:

?=?; @??=@<

?=?B @?>=;;

FC!58FCHI>9??

?=?A @?>=B-

?=?; @??=?<

?=?B @?>=AB

,63*66!HI@9?@

?=?A @?>=@@

?=?; @?A=:<

?=?B @?:=@B

G%J

!

标准曲线的制备

分别精密量取对照品溶液
?=B

%

?=:

%

@=?

%

@=-

和
@=A

Y2

%按.

@=>

/项操作%记录吸光度&以浓度为横坐标
a

%峰面

积为纵坐标
-

%绘制标准曲线%并进行线性回归%求得回归

方程"

7

e?=;;--&g?=?>@-

%

<e?=999:

&

??-
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!"#

!

样品测定

精密量取供试品溶液
!"#$%

!按"

!"&

#项操作!记录吸

光度$采用吸收系数法计算聚山梨酯
'#

含量%由
%($)*+,-

.**+

定律可得
!/"

&

!

#

!其中
"

为吸光度!

#

为比色皿光程
!

0$

!

!

为"

!"&

#项求得的聚山梨酯
'#-

硫氰酸钴配合物在
&1#

2$

的吸收系数$为验证吸收系数法的准确性!将吸光度带

入"

!"3

#项求得的回归方程!采用标准曲线计算聚山梨酯
'#

含量$

1

!

结果与讨论

$"!

!

测定波长的选择

聚山梨酯
'#

与硫氰酸钴反应后形成蓝色复合物!现行

方法均采用
41#2$

左右的可见区波长测定含量!但中药注

射剂基质复杂!某些化学成分本身或其与硫氰酸钴的反应产

物可能干扰测定!造成吸光度偏高$本研究对上述推测进行

了验证!取两个药厂提供的生脉注射液样品和缺聚山梨酯

图
!

!

聚山梨酯
%&

对照品!

!

"#

'

厂家生脉注射液!

"

"#

(

厂

家生脉注射液!

#

"#

'

厂家缺聚山梨酯
%&

阴性对照

!

$

"#

(

厂家缺聚山梨酯
%&

阴性对照!

%

"紫外
)

可见光

谱图#

*$&+,

!

!

"和
-$&+,

!

$

"下测定

./

0

"!

!

123456/7283)6/9/:289

;

8<3457=

;

72

>

974:538%&48=848+<8

935+?54?

'

!

(!

@A8+

0

,5/B+

C

8<3/7+=47, ,5+D=5<3D484

'

'

"

(

@A8+

0

,5/B+

C

8<3/7+=47, ,5+D=5<3D484(

'

#

(!

+8

0

53/6895,

;

28E/3A7D3

;

72

>

974:538%&=47,,5+D=5<)

3D484'

'

$

(

5+?+8

0

53/6895,

;

28E/3A7D3

;

72

>

974:538%&

=47,,5+D=5<3D484'

'

%

(!

?838<38?53F$&+,

'

!

(

5+?

-$&+,

'

$

(

489

;

8<3/682

>

'#

阴性对照各
!$%

!分别按"

!"&

#项操作!在
41#2$

测定

吸光度$结果显示
5

和
.

两个药厂的生脉注射液吸光度分

别为
#"6&1#

和
#"&317

!相应阴性对照吸光度分别为

#"1343

和
#"!64'

!干扰严重!见图
!

'

(

($转而在前人研究

并未选取的聚山梨酯
'#-

硫氰酸钴配合物的最大吸收
&1#2$

处测定!由于显色灵敏度大幅度提高!样品需稀释
!#

倍后再

显色!结果该波长下
5

和
.

两个药厂的生脉注射液吸光度

分别为
#"6#34

和
#"&886

!相应阴性对照吸光度分别为

#"#411

和
#"#1'6

!干扰显著降低)见图
!

'

)

(*$

$"$

!

显色剂的选择

考察了另一种显色剂硫氰酸铁'称取三氯化铁
1"8

9

+硫

氰酸铵
&"#

9

!加水溶解并稀释至
1##$%

(的效果$聚山梨酯

'#

与硫氰酸铁反应形成紫红色复合物!在
6!'2$

有一最大

吸收$该体系灵敏度最高!空白干扰小!但稳定性考察结果

表明随着静置分层时间延长!二氯甲烷层溶液吸光度持续降

低!故最终选用了灵敏度适中+稳定性好的硫氰酸钴显色$

$"-

!

显色条件的优化

对显色时间+分层时间进行了优化!结果表明振荡
1#

$:2

'补足重量(+

!#$:2

'补重(与振荡
&$:2

!测得吸光度基

本一致!说明振荡
&$:2

显色完全,分液漏斗静置
!6

!

&#

!

4#

!

!1#

和
13#$:2

!吸收值在
&#$:2

达到稳定$经比较后发

现!先将下层二氯甲烷液的一小部分冲洗分液漏斗颈部!接

收中部溶液!比直接接取所有下层液的操作!重复性显著提

高$由于二氯甲烷易挥发!实验过程应注意控制温度$

$"G

!

方法学考察

1"3"!

!

专属性

取两个厂家的缺聚山梨酯
'#

阴性对照溶液!按"

!"&

#项

操作!于
&1#2$

测定吸光度!均低于
#"#8

!说明生脉注射液

中的红参+麦冬+五味子提取液对测定基本无干扰)见图
!

'

)

(*$

1"3"1

!

精密度

取生脉注射液'批号
!8#1!##&

(!制备供试品溶液!按

"

!"&

#项操作!连续测定
4

次吸光度!

;<=

值为
!"7&>

$

1"3"&

!

重复性

取同一批生脉注射液'批号
!8#1!##&

(!平行制备
4

份供

试品溶液!按"

!"&

#项操作!记录吸光度!吸收系数法计算得

平均含量为
&"'$

9

-

$%

?!

!

;<=

值为
1"1!>

$

1"3"3

!

回收率

精密量取已知含量的生脉注射液'批号
!8#1!&!7

(

#"6

$%

!置于
!#$%

量瓶中!精密加入聚山梨酯
'#

对照品溶液

3$%

!加水稀释至刻度!摇匀!按"

!"&

#项操作!平行制备
4

份溶液!记录吸光度!吸收系数法计算含量!平均回收率为

7'"31>

!

;<=

值为
&"43>

!见表
1

$

$"#

!

样品测定结果

1

个厂家的
!#

批生脉注射液!分别采用吸收系数法和标

准曲线法求得聚山梨酯
'#

的含量!结果见表
&

$配对
$

检验

结果表明!当置信度为
76>

时!两种方法无显著性差异!吸

收系数法测得结果与企业生产中聚山梨酯的实际投料量也无

显著性差异$
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表
$

!

生脉注射液中聚山梨酯
%&

对照品加标回收实验

H5:28$

!

I8<7684

>

7=

;

72

>

974:538%&48=848+<8935+?54?/+

9

;

/J8?@A8+

0

,5/B+

C

8<3/7+95,

;

28

含有量

&

$

9

加入量

&

$

9

吸光度
测得量

&

$

9

回收率

&

>

平均回

收率&
>

相对标准

偏差&
>

#"&'' #"3#3 #"3#'# #"847 73"&8

#"&'' #"3#3 #"3!34 #"8'1 78"36

#"&'' #"3#3 #"3#8' #"847 73"14

#"&'' #"3#3 #"3117 #"878 !#!"&3

#"&'' #"3#3 #"31!8 #"876 !##"88

#"&'' #"3#3 #"316! #"'#! !#1"&3

7'"31 &"43

&

!

结
!

论

!!

基于吸收系数建立了生脉注射液中聚山梨酯
'#

含量测

定的新方法!结果准确可靠!操作简便快速!无需绘制标准

曲线!无需对照品!可为中药注射剂中聚山梨酯
'#

的检测提

供有效解决方案$方法选用灵敏度更高的
&1#2$

为检测波

长!阴性干扰显著降低!克服了中药注射剂中聚山梨酯
'#

测

定结果与实际投料量难以吻合的问题$采用该方法对参附+

参麦+野菊花注射液等其他品种进行了考察!聚山梨酯
'#

测

得量与相应样品实际投料量接近!但因目前缺乏阴性对照!

专属性还有待确证$拟进一步扩大样品范围!建立中药注射

剂中聚山梨酯
'#

含量测定的通用方法$

表
-

!

生脉注射液中聚山梨酯含量测定结果

H5:28-

!

K7+38+397=

;

72

>

974:538%&/+

@A8+

0

,5/B+

C

8<3/7+

'

&L-

(

厂家 批号

吸收系数法

测得含量&

'

$

9

-

$%

?!

(

标准曲线法

测得含量&

'

$

9

-

$%

?!

(

实际投料

含量&

'

$

9

-

$%

?!

(

5 !8#1!##& &"' &"7 3"#

5 !8#1!!#! 3"# &"7 3"#

5 !8#1!&!' 3"# &"7 3"#

5 !8#1!&!7 3"# &"7 3"#

5 !8#1!3#! &"7 3"# 3"#

. !4#!#&#1##6 &"! &"1 &"#

. !4#&#1#1##6 &"# &"1 &"#

. !4#8#!#!##! &"! &"1 &"#

. !4#'#&#!##8 &"! &"& &"#

. !4#'#3#1##4 &"! &"& &"#

I8=848+<89

)

!

*

!

<:2

9

@<;

!

A@(2

9

B

!

C

.

=*DDE

!

*,(DF55G<G@(+$(0*H,:0(D<0:*20*I*0@2JDJ

9K

!

1#!1

!

!&

'

1

(%

311F

)

1

*

!

AL+(MNJM:0<5FOH+J

P

*(2BJH+2(DJQG@(+$(0*H,:0(D<0:*20*R

!

1#!4

!

7&

%

386F

)

&

*

!

SHRHQT

!

U@(2T

!

U@(2;5

!

*,(DFBJH+2(DJQT:0+J*20(

P

RHD(,:J2

!

1#!4

!

&&

'

8

(%

434F

)

3

*

!

<*+2JI

!

VW+,DO

!

.*R@**+5

!

*,(DFG@(+$(0*H,:0(D;*R*(+0@

!

1#!&

!

&#

'

!

(%

!!8F

)

6

*

!

I:(2XV

!

%:2XY

!

Z*:[

!

*,(DF\2,*+2(,:J2(DBJH+2(DJQY(2J$*L:0:2*

!

1#!!

!

4

%

336F

)

4

*

!

AV5Y];H:

!

Z5Y]SH

!

]5CA@*2

9

-RJ2

9

!

*,(D

'张
!

锐!王
!

玉!高正松!等(

FE@:2*R*G@(+$(0*H,:0(DBJH+2(D

'中国药学杂志(!

1#!6

!

6#

'

!#

(%

'84F

)

8

*

!

Z^;*2-+J2

9

!

GOY] Z*2-

K

J2

9

!

Î B:(-R@*2

9

'吴仁荣!彭文勇!涂家生(

FE@:2*R*BJH+2(DJQG@(+$(0*H,:0(D.:J,*0@2JDJ

9K

'药物生物

技术(!

1#!4

!

1&

'

!

(%

&7F

)

'

*

!

]̂ CA@:-_:2

!

<̂ Y VH:-$:2

!

S5Y];H:

!

*,(D

'郭志鑫!孙会敏!杨
!

锐!等(

FBJH+2(DJQG@(+$(0*H,:0(DG+(0,:0*

'药学实践杂志(!

1#!1

!

&#

'

4

(%

367F

)

7

*

!

%\A@*2-@H

!

Z5Y]VH(-DJ2

9

!

%\̂ S(2-,:2

9

!

*,(D

'李振虎!王化龙!刘艳庭!等(

FE@:2*R*BJH+2(DJQY*̀ =+H

9

R

'中国新药杂志(!

1#!4

!

16

'

1&

(%

1443F

)

!#

*

!

VM(,,H$(O

!

S:

P

Z%

!

]+(0*=

!

*,(DFBJH+2(DJQG@(+$(0*H,:0(D(2L.:J$*L:0(D52(D

K

R:R

!

1#!1

!

41

'

1

(%

8F

)

!!

*

!

V^5Y]SH2-a@J2

9

!

S5Y].:2

!

SOE@:-$:2

9

!

*,(D

'黄运中!杨
!

彬!叶驰名!等(

FE@:2*R*BJH+2(DJQ.:JDJ

9

:0(DR

'中国生物制品学杂

志(!

1#!4

!

17

'

1

(%

1#!F

)

!1

*

!

<VOYBH(2

!

AV5Y]b:(J

!

%\B:(-0@H2

!

*,(D

'沈
!

娟!张
!

桥!李家春!等(

FE@:2(BJH+2(DJQE@:2*R*T(,*+:(T*L:0(

'中国中药杂

志(!

1#!3

!

&7

'

!6

(%

17!6F

)

!&

*

!

Z^E@H2-D:

!

%\5:-_:2

9

!

%\B:*-$:2

9

!

*,(D

'吴春丽!李爱星!李捷明!等(

FE@:2(G@(+$(0

K

'中国药房(!

1#!1

!

1&

'

3#

(%

&'1&F

1#1
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