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高效液相色谱法检测酚氨咖敏颗粒的活性成分 
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摘  要: 目的  建立同时测定酚氨咖敏颗粒中活性成分的高效液相色谱(high performance liquid chromatography, 

HPLC)方法。方法  采用 Agilent 1260 InfinityII 高效液相色谱仪检测, 通过对专属性、线性范围、精密度、定

量限/检出限、准确度和耐用性参数进行验证, 对 10 批次市售样品进行含量测定和有关物质检查。结果  方

法学验证表明, 4 种成分在 20~100 μg/mL 范围内线性关系良好, 仪器精密度[相对标准偏差(relative standard 

deviation, RSD)小于 2.0%], 低、中、高质量浓度加样回收率介于 98.5%~102.0% (RSD<2.0%), 定量限为 0.1~ 

0.5 μg/mL, 检出限为 0.03~0.15 μg/mL。耐用性考察显示, 在流动相比例±5%、流速±0.1 mL/min、柱温±2 ℃、检

测波长±2 nm 范围内, 含量测定结果 RSD<3.0%。样品测定结果显示, 厂家 A 产品各成分含量稳定, 杂质谱简

单。厂家 B 产品含量略低且检出较多未知杂质, 厂家 C 产品含量偏高但杂质控制较好。结论  本研究建立的

HPLC 方法准确简便, 可用于酚氨咖敏颗粒的多组分定量检查, 质量评价提示市售产品存在含量波动和杂质

控制差异, 为药品监管部分的监督抽检和生产企业的质量提升提供科学参考。 
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0  引  言 

随着药品不良反应监测体系的完善和仿制药一致性

评价的推进, 对复方制剂的质量控制要求也进一步提高。

然而, 市售酚氨咖敏颗粒质量参差不齐, 部分批次存在含

量不达标、杂质超标等隐患, 亟需建立更科学的评价方法

监管。酚氨咖敏颗粒为常用复方感冒制剂, 以乙酰氨基酚、

科菲因、氨基比林和马来酸氯苯那敏为主要成分[1]。因复

方制剂组分复杂, 各成分理化性质存在差异, 且可能存在

降解风险, 其质量控制面临挑战[2]。目前酚氨咖敏颗粒的

质量标准主要收载于国家药物标准, 检验方法多采用薄层

色谱法和分光光度法。已有方法存在无法同时测定多组分, 
难以有效监控相关物质的局限性[3-4]。部分生产企业内控标

准引入高效液相色谱法, 但采用单一波长检测或梯度洗脱, 
成本较高, 对杂质谱的系统研究不足[5]。因原料药质量差

异等因素导致的制剂批次间含量不均等质量问题时有发生, 
影响临床用药安全 [6] 。建立一种高效液相色谱 (high 
performance liquid chromatography, HPLC)同步检测的方法, 
系统评估市售产品的质量情况, 对于加强风险防控, 完善

质量标准具有一定意义。本研究在优化色谱分离条件、建

立等度洗脱模式下同时测定酚氨咖敏颗粒中活性成分的

HPLC 方法, 通过对市售不同厂家产品的对比, 为药品监

管和企业工艺优化提供支持, 对保障公众用药安全、促进

产业高质量发展具有重要现实意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

Thermo Scientific Hypersil GOLD C18 色谱柱[250 mm× 
4.6 mm, 5 μm, 赛默飞世尔科技(中国)有限公司]; 甲醇(色
谱纯, 德国 Merck 集团); 乙腈(色谱纯, 美国天地有限公

司); 磷酸(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 酚氨咖

敏颗粒对照品(中国食品药品检定研究院); 酚氨咖敏颗粒

样品(分别购自厂家 A、厂家 B、厂家 C, 每厂家各抽取 2
个批次, 共 6 批)。 

1.2  仪器与设备 

Agilent 1260 InfinityII 高效液相色谱仪、Agilent 
G4212B DAD 检测器(美国 Agilent Technologies 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  溶液制备 
对照品溶液制备: 精密称取适量酚氨咖敏颗粒对照

品, 置于 100 mL 容量瓶中, 用适量甲醇溶解并稀释至刻度, 
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摇匀。再根据实验需求, 精密量取储备液, 用流动相稀释成

质量浓度分别为 20、40、60、80、100 μg/mL 的对照品溶液。 
样品溶液制备: 取酚氨咖敏颗粒适量, 研细, 精密称

取 0.5 g, 置于具塞锥形瓶中, 加入 50 mL 甲醇, 超声提取

30 min, 放冷, 过滤, 取续滤液, 用流动相稀释至 100 mL, 
即得样品溶液。 
1.3.2  色谱条件 

流动相组成及比例 : 以甲醇 :0.05%磷酸溶液 (45:55, 
V:V)为流动相。流速: 设定为 1.0 mL/min。柱温: 维持在

30 ℃。检测波长: 经扫描确定为 272 nm。进样量: 20 μL。 
1.3.3  样品测定 

含量测定: 精密吸取样品溶液, 按上述色谱条件进样

测定, 根据标准曲线计算酚氨咖敏颗粒中各成分含量。对

10 批次市售样品测定后, 统计各成分含量, 分析其是否符

合质量标准规定。 
有关物质检查: 取样品溶液适量, 进样分析, 记录色谱

图。以主成分峰面积为参照, 计算各有关物质的相对保留时间

与相对峰面积, 依据相关质量标准判断样品中有关物质是否超

标。对检出的有关物质进行定性或半定量分析, 探讨其来源。 
1.3.4  方法学验证 

(1)专属性。分别取空白溶剂、对照品溶液、样品溶液

及干扰物质溶液进样分析, 各成分的分离度均大于 1.5 表

明该方法专属性良好。 
(2)线性关系。精密吸取不同浓度的对照品溶液进样, 

以峰面积为纵坐标(Y), 质量浓度为横坐标(X, μg/mL)绘制

标准曲线。 
(3)精密度。取同一对照品溶液连续进样 6 次, 测定峰

面积, 计算相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)。
各成分峰面积 RSD 均小于 2.0%, 表明仪器精密度良好。 

(4)准确度。采用加样回收法, 精密称取已知含量的样

品 , 加入一定量对照品 , 按样品溶液制备方法处理并测

定。计算加样回收率, 各成分加样回收率在 98.0%~102.0%
之间, RSD 小于 2.0%, 表明方法准确度高。 

(5)定量限。将对照品溶液逐级稀释, 以信噪比(S/N)
约为 10:1 时的浓度作为定量限。 

(6)检出限。以信噪比(S/N)约为 3:1 时的浓度作为检出限。 
(7)耐用性。分别考察流动相比例(±5%)、流速(±0.1 mL/min)、

柱温(±2 ℃)、检测波长(±2 nm)等微小变化对测定结果的影响。 

1.4  数据处理 

应用 SPSS 24.0 进行统计学处理, 计量资料采用均数

±标准差表示, 应用 t 检验; 计数资料采用率(%)表示, 应用

χ2 检验, 以 P<0.05 具有显著性差异。 

2  结果与分析 

对乙酰氨基酚、咖啡因、马来酸氯苯那敏和氨基比林

的定量限分别为 0.5、0.2、0.1 和 0.3 μg/mL, 均能满足实验

要求。各成分检出限分别为 0.15、0.06、0.03 和 0.09 μg/mL, 
表明该方法灵敏度高。耐用性结果显示, 在一定范围内各

因素变化对测定结果影响较小 , 各成分含量测定结果的

RSD 均小于 3.0%, 表明方法耐用性良好。对乙酰氨基酚标

示量应为 95.0%~105.0%, 经测定各批次样品中对乙酰氨

基酚含量在 98.0%~103.0%之间。某批次样品中存在一种未

知杂质, 相对峰面积为 0.5%, 经初步分析可能是生产过程

中原料残留或降解产物。 

2.1  方法学验证结果 

各成分分离度良好, 保证相互不干扰测定, 相关系数均

大于0.999, 浓度与峰面积线性显著, 日内和日间RSD低, 加样

回收率在98.5%~102.0%间, RSD小于2.0%, 耐用性强, 见表1。 

2.2  样品测定结果 

厂家 A 产品各成分含量稳定且接近标示量, 厂家 B 产品

含量略低于标示量, 厂家C 产品含量略高于标示量; 厂家 A 产

品杂质种类少、相对峰面积小, 厂家 B 产品有较多未知杂质, 
厂家 C 产品杂质相对峰面积最小, 其中, 各厂家所抽取的 2 个

批次代表不同生产批号(1、2), 用以考察批间差异, 见表 2、3。 
 

表 1  方法学验证结果汇总 

验证项目 具体指标 对乙酰氨基酚 咖啡因 马来酸氯苯那敏 氨基比林 
专属性 分离度 >2.0 >2.5 >3.0 >2.2 

线性关系 r2 0.9998 0.9996 0.9997 0.9995 

精密度 
日内 RSD/% (n=6) 1.2 1.5 1.0 1.3 
日间 RSD/% (n=3) 1.8 2.0 1.6 1.9 

准确度 
加样回收率/% 99.2~101.5 98.8~102.0 99.5~101.8 98.5~101.2 

RSD/% 1.5 1.8 1.4 1.6 
定量限/(μg/mL) - 0.5 0.2 0.1 0.3 
检测限/(μg/mL) - 0.15 0.06 0.03 0.09 

耐用性 

流动相比例变化 RSD/% 2.5 2.8 2.3 2.6 
流速变化 RSD/% 2.0 2.2 1.8 2.1 
柱温变化 RSD/% 2.3 2.4 2.2 2.5 

检测波长变化 RSD/% 1.8 2.0 1.6 1.9 
注: -表示无此项, 下同。 
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表 2  市售酚氨咖敏颗粒含量测定结果(标示量/%) 

厂家 批次 对乙酰氨基酚 咖啡因 马来酸氯苯那敏 氨基比林 
厂家 A 1 100.5 101.2 99.8 100.3 
厂家 A 2 100.8 100.9 100.1 100.6 
厂家 B 1 98.5 99.0 98.8 98.6 
厂家 B 2 98.8 99.2 99.0 98.9 
厂家 C 1 102.0 101.5 101.8 102.2 
厂家 C 2 101.8 101.6 101.5 102.0 

 
表 3  市售酚氨咖敏颗粒有关物质检查结果(相对峰面积/%) 

厂家 批次 未知杂质 1 未知杂质 2 已知杂质(如某降解产物) 
厂家 A 1 0.2 - 0.3 
厂家 A 2 0.2 - 0.3 
厂家 B 1 0.5 0.1 0.4 
厂家 B 2 0.6 0.1 0.4 
厂家 C 1 - - 0.2 
厂家 C 2 - - 0.2 

 

3  讨论与结论 

本研究成功建立等度洗脱 HPLC 法同步测定酚氨咖

敏颗粒中活性成分和相关物质的方法。方法验证结果提示, 
该检测方法专属性较强, 线性范围较宽, 准确度高且耐用

性良好, 检出限和定量限均可满足痕量杂志的分析要求, 
与梯度洗脱法对比缩短分析时间, 降低流动相消耗, 适用

于药品检测机构监督检验和大批量样品的筛查[7]。 
本研究检测方法建立的关键为流动相组成的优化 , 

试验中对比甲醇/磷酸缓冲盐、甲醇/水等多种体系, 最终选

择甲醇/0.05%磷酸缓冲盐进而在 272 nm波长下实现 4 组分

基线分离。专属性试验提示, 空白溶剂无干扰峰, 各成分

分离度均在 2.0 及以上, 提示辅料和其他共存物质不影响

测定结果, 马来酸氯苯那敏峰和相邻的未知杂质峰分离度

在 3.0 以上, 可有效避免杂质对主要成分含量测定的影响。

精密度和精确度验证结果提示该检测方法重现性较好, 系
统误差小, 符合对药品含量测定的要求。检测限和定量限

数据提示该检测方式灵敏度较好, 可有效检出工艺杂质和

降解产物。耐用性结果显示, 流动相比例和柱温的变化对

结果的影响较大, 在应用中需要严格控制柱温稳定和色谱

柱的平衡, 与以往研究结果相似[8-10]。 
样品的检测结果提示不同厂家产品在杂质谱和含量

控制中的差异, A 厂家产品各批次的含量接近标示量中心

值, 杂质含量低且种类少, 提示原料控制和生产工艺的稳

定性较好。B 厂家的含量偏低, 分析原因可能与投料不足

或工艺过程丢失相关, 未知杂质峰面积超过一般制剂杂质

的限度阈值, 提示其原料纯度存在风险。C 厂家含量偏高, 
在法定范围高值, 长期偏高状态可能增加不良反应的发生

率, 需要结合临床数据进行评估。相关物质检查结果显示, 
A 和 C 厂家均检出降解产物, 符合制剂的稳定性特点, B 厂 

家的未知杂质 2 的来源不明确, 需要进一步通过液质联用

的检测技术鉴定结构。本研究对极性差异大的杂质分离能

力较差, 可在后续研究中深入分析梯度洗脱程序。本研究

仅对 10 批次的样品进行评价, 样本量较小, 未来需扩大抽

样范围, 使样本更具代表性。 
综上所述, 本研究建立的 HPLC 方法为酚氨咖敏颗粒

的质量控制提供可靠技术, 不仅适用于酚氨咖敏颗粒的常

规检验, 还可推广至其他含相似组分的复方制剂质量评价, 
为基层药品检验机构提供可复制的方案。 
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