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HPLC-CAD法对黄杨宁片原料中环维黄杨星D和

有关物质的定性定量研究
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摘要: 首次建立高效液相色谱-电喷雾检测 (HPLC-CAD) 法对黄杨宁片原料中环维黄杨星D及有关物质进行

定量分析, 并用高效液相色谱串联四极杆-静电场轨道阱高分辨质谱仪联用技术 (HPLC-Q-Exactive) 对CAD检测中

出现的有关物质进行了定性研究。采用XBridge Amide色谱柱 (4.6 mm×250 mm, 5 μm) 分离; 乙腈-100 mmol·L-1甲

酸铵溶液 (85∶15) (混合溶液用甲酸调 pH 2.8) 为流动相等度洗脱, 流速 1.1 mL·min–1, 柱温 30 ℃; CAD 雾化温度

35 ℃, 气压 62.2 psi; 新建立的方法能检测到除环维黄杨星D外的 5个有关物质。方法学结果显示, 环维黄杨星D检

测限为 12.588 ng, 定量限为 28.323 ng; 平均回收率为 95.74%, RSD为 1.79% (n = 6)。3个厂家 12批原料样品中环维

黄杨星D含量为 79.94%～88.49%, 平均值 82.20%。CAD对非挥发性物质具有响应均一性, 以环维黄杨星D作为对

照品外标法计算 5个有关物质含量, 结果在 15.99%～22.15%, 平均值 20.10%。该方法对于无发色团的黄杨生物碱

类物质具有检测信号齐全和微量组分检测灵敏度高的优势, 成分间分离度良好, 能与MS兼容, 可应用于黄杨宁片

原料中成分的定性定量分析。
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Abstract: We have developed a new method using HPLC-CAD (charged aerosol detector) for the quantitative

analysis of cyclovirobuxine D and related substances in the API of Huangyangning tablets. The related substances

were further studied by HPLC-Q-Exactive coupled with hybrid quadrupole-orbitrap mass spectrometry. A HILIC

column of XBridge Amide (4.6 mm×250 mm, 5 μm) was used, and the mobile phase was composed of acetonitrile

and 100 mmol·L-1 ammonium formate (85∶15), which was adjusted to pH 2.8 with formic acid. Isocratic mode

elution was adopted at a flow rate of 1.1 mL·min-1. The column temperature was set at 30 ℃. For CAD, the

temperature of atomization and gas pressure were respectively set at 35 ℃ and 62.2 psi. This method detected and
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quantified five related substances to cyclovirobuxine D. The results showed that the LOD and LOQ of cycloviro‐

buxine D was 12.588 ng and 28.323 ng, respectively with an average recovery of 95.74% (RSD = 1.79%, n = 6).

The content of cyclovirobuxine D in 12 batches of API samples provided by three manufacturers was from 79.94%

to 88.49%, with an average value of 82.20%. The total content of the five related substances was from 15.99% to

22.15% with an average value of 20.10%, using an external standard method with cyclovirobuxine D as the reference

and according to the CAD uniform response to non-volatile substances. The newly developed HPLC-CAD method

has advantages in terms of the comprehensiveness of signals from Buxus alkaloids without UV absorption and with

high sensitivity to its trace-related substances; the method yields good separation between the components and is

compatible with mass spectrometry. It is applicable for the accurate quantitative analysis of main components and

related substances in the API of Huangyangning tablets.

Key words: HPLC-CAD; active pharmaceutical ingredient of Huangyangning tablet; cyclovirobuxine D;

related substance; qualitative and quantitative analysis; HPLC-Q-Exactive

环维黄杨星 D 是从黄杨科植物小叶黄杨 (Buxus

microphylla Sieb. et Zucc. var. sinica Rehd.et Wils.) 及

其同属植物经酸性醇提、碱化、有机溶剂萃取、粗品重

结晶所得的生物碱[1,2]。具有抗心律失常、抗心肌缺

血、舒张血管、降血压等作用[3]。以环维黄杨星D为原

料加适量辅料所制的黄杨宁片由我国于上世纪 80年

代自主研制开发, 在治疗冠心病、心律失常、心绞痛等

方面有较好的疗效[4]。除环维黄杨星 D外, 小叶黄杨

中还含有结构极为相近的环常绿黄杨碱C、环黄杨碱

D等有关物质, 且目前生产的黄杨宁片原料难以使环

维黄杨星D的含量高达 90%以上[2], 而自 2000版中国

药典始收载此药起, 连续四版均采用非水滴定法测定

原料中环维黄杨星D含量, 但实际测定的是总生物碱

含量, 缺乏专属性[1,5]。

黄杨宁片原料中含有的环维黄杨星D及有关生物

碱是一类由三萜-孕甾烷衍生出的C-19和C-9相连的

特殊生物碱, 部分此类生物碱并不具有紫外特征吸收

甚至某些不具有末端吸收[6]。环维黄杨星D为其主要

成分, 为 4,4,14-三甲基孕甾烷生物碱, 具紫外末端吸

收[7,8], 因此有学者采用HPLC紫外末端检测法进行分

析, 如反相离子对色谱法[9], 但部分有关物质无末端吸

收, 因而难以得到全面的有关物质信息。为获取全面

的有关物质信息, 也有学者采用柱前衍生化法进行紫

外检测, 或采用ELSD检测[10-12], 但前者对衍生化后物

质的全面性无从验证且增加了操作繁琐性, 而后者又

局限于痕量物质的检测灵敏度不高, 因此难以兼顾有

关物质的全面性和定量准确性。CAD是一种新型非

挥发性通用型液相色谱检测器, 检测原理是将液相洗

脱液雾化蒸发后对带电粒子信号电流进行检测, 其响

应与分析物颗粒质量有关[13], 灵敏度是 ELSD的 30～

55倍[14], 可有效弥补黄杨生物碱UV检测信号不全、微

量有关物质无法准确定量等问题。此外, 在等度洗脱

或者反相梯度补偿下的梯度洗脱时, CAD对非挥发性

物质的响应具有均一性[15,16], 可实现采用一种易得对

照品来准确定量其他母核相同物质, 解决黄杨宁片原

料中未知有关物质缺少相应对照品而无法准确定量问

题。因此, 本文新建立的 HPLC-CAD法, 可同时具有

黄杨宁片原料中物质信号齐全、微量物质信号灵敏度

高、可一标多测的三大优势, 兼顾了定性和定量的准确

性, 且操作简单易行, 是目前黄杨宁片原料分析方法中

可靠和较为前沿的方法。

材料与方法

仪器 美国Thermo-Fisher UltiMate3000高效液相

色谱仪, 美国Thermo-Fisher Corona Veo RS电喷雾式检

测器 (HPLC-CAD); 美国 Thermo-Fisher UltiMate3000

高效液相色谱仪, 美国 Thermo-Fisher四级杆-静电场

轨道阱高分辨质谱 (HPLC-Q Exactive); KH-600DE型

超声仪 (功率是 720 W, 频率是 40 kHz); 电子天平 (瑞

士 Mettler Toledo XSE205 型、XPR2 型、德国 Sartorius

BS21S 型); Merck Millipore 超纯水制备系统 , DELTA

320型pH计。

试药与试剂 环维黄杨星 D 对照品 ( 批号 :

110888-200503, 纯度 : 93.20%), 购自中国食品药品检

定研究院。黄杨宁片原料样品共 13批: 分别由安徽新

陇海药业有限公司、东台市康宁植物素有限公司、南京

小营药业提供。乙腈 (Merck公司)、甲酸、甲酸铵均为

色谱纯, 水为超纯水。

色谱条件 色谱柱为 XBridge Amide 色谱柱

(4.6 mm×250 mm,5 μm); 流动相为乙腈-100 mmol·L-1

甲酸铵溶液 (85∶15) (混合溶液用甲酸调 pH 2.8); 流速

1.1 mL·min-1; CAD 雾化温度 35 ℃; 气压: 62.2 psi; 柱

温 30 ℃。精密吸取 10 μL进样, 以外标一点法计算环

维黄杨星D和有关物质含量。
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质谱条件 离子源为电喷雾离子源 (ESI), 分析模

式为正离子模式, 质量扫描范围 m/z 50～500, 喷雾电

压 3 800 V(+), 鞘气体积流量为 30个流量单位, 辅助体

积流量为 10个流量单位, 毛细管温度 320 ℃, 透镜电

压50 kPa,, 质量分辨率70 000。

对照品溶液的制备 取环维黄杨星 D 对照品

适量, 精密称定, 加流动相制成浓度为 0.500 8 mg·mL-1

对照品溶液 (1)、1.199 6 mg·mL-1 的对照品溶液 (2)、

0.150 0 mg·mL-1对照品溶液 (3) 和 0.629 4 mg·mL-1对

照品溶液 (4) (必要时超声)。

供试品溶液的制备 取原料样品适量, 精密称定,

加流动相制成0.6 mg·mL-1的溶液 (必要时超声)。

阴性溶液的制备 取流动相溶液作为阴性溶液。

定量测定和定性分析 取样品每批制备 2 份供

试品溶液, 每份测定 2针, 以浓度相对应的环维黄杨星

D对照品溶液按外标一点法分别计算环维黄杨星D和

有关物质含量。采用HPLC-Q-Exactive技术对HPLC-

CAD中出现的有关物质色谱峰进行定性分析。

方法学验证

专属性 取对照品溶液 (1)、供试品溶液、阴性溶

液, 分别注入液相色谱仪, 比较色谱图。

精密度 精密吸取对照品溶液 (1), 连续进样 6

次, 记录峰面积, 计算RSD。

线性关系 依次将环维黄杨星D对照品溶液 (2)

稀释 85%、50%、35%、25%、10%, 将对照品溶液 (3) 稀

释 80%、40%、30%、10%、4%, 分别进样。以进样量

(μg) 为横坐标, 峰面积为纵坐标, 分别计算高浓度回归

方程 (用于环维黄杨星 D的线性范围考察) 和低浓度

回归方程 (用于有关物质的线性范围考察)。

检测限和定量限 取对照品溶液 (4), 用流动相逐

步稀释至信噪比约为 3和 10时的溶液, 计算此时的溶

液浓度。

稳定性 精密吸取供试品溶液 (批号: 140901), 分

别在 0、2、4、6、8、12、16、20、24、30 h进样, 记录峰面积,

计算RSD, 考察供试品溶液在30 h内的稳定性。

重复性 称取同一批号样品 (批号: 141101) 6份,

按供试品溶液制备方法平行制备6份, 测定含量。

加样回收率 取已知含量的样品 (批号: 141101)

6份, 每份 3 mg, 精密称定, 精密加入环维黄杨星D对

照品溶液 (1) 5 mL, 按供试品制备方法制备, 测定, 计

算回收率。

结果

1 方法学验证

1.1 专属性 测得样品色谱图如图 1所示。结果阴性

溶液未出现与环维黄杨星D对照品及原料中的有关物

质峰保留时间相一致的色谱峰, 表明阴性溶液对主成

分和有关物质均无干扰。

1.2 精密度 环维黄杨星 D 峰面积 RSD 值为 1.09%

(n = 6), 表明仪器精密度良好。

1.3 线性关系 环维黄杨星 D高浓度溶液的回归方

程为 Y = 7.353 8 X + 9.130 9, r = 0.999 3 (n = 6), 线性

范围 1.118 0～11.179 9 μg; 低浓度溶液的回归方程为

Y = 12.287 6 X + 0.227 8, r = 0.999 8 (n = 6)。线性范围

0.055 9～1.398 0 μg。

1.4 检测限和定量限 结果检测限为 12.588 ng, 定量

限为28.323 ng。

1.5 稳定性 环维黄杨星 D 峰面积 RSD 为 1.10%

(n = 20), 表明供试品溶液在30 h内稳定。

1.6 重复性 环维黄杨星 D 含量的 RSD 为 1.79%

(n = 6), 平均含量为84.81%, 表明重复性良好。

1.7 加样回收率 环维黄杨星 D 的加样回收率为

95.74%, RSD为 1.79%, 表明该方法的准确度良好。结

果见表1。

Figure 1 The HPLC-CAD chromatograms of API sample solu‐

tion. S: Cyclovirobuxine D; 1-5: Related substances 1-5, respec‐

tively

Table 1 Results of recovery

Sample weight/mg
2.924
3.058
2.937
2.892
2.814
3.057

Content/mg
2.406
2.516
2.416
2.379
2.315
2.515

Added/mg
2.334
2.334
2.334
2.334
2.334
2.334

Detected content/mg
4.654
4.732
4.596
4.640
4.606
4.725

Recovery/%
96.33
94.96
93.41
96.88
98.17
94.68

Mean recovery/%

95.74

RSD/%

1.79
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2 定量测定

样品中环维黄杨星D含量在 79.94%～88.49%, 平

均 值 82.20%。 5 个 有 关 物 质 总 含 量 为 15.99%～

22.15%, 平均值 20.10%, 有关物质 1～5 含量分别在

4.78%～7.26% (峰 1)、1.80%～3.78% (峰 2)、7.52%～

13.03% ( 峰 3)、0.58%～1.72% ( 峰 4)、0.05%～0.27%

(峰5, 其中6批未检出), 结果见表2。

3 有关物质的定性分析

通过正负离子模式比较, 选择了信息更丰富的正

离子模式 (图 2)。在一级质谱图中, 发现除[M+H]+峰

外还有[1/2M+H]+峰, 且[1/2M+H]+为优势离子峰, 故将

[1/2M+H]+作为母离子进行二级质谱分析。根据一级、

二级质谱的裂解特征 , 结合 Xcalibur 质谱工作站和

ACD/Spectrus数据库平台, 推测出 5 个有关物质分别

为环常绿黄杨碱 C (峰 1)、环黄杨碱 D 双键加氢产物

(峰 2 和峰 4)、环黄杨碱 D (峰 3)、cyclobuxamine H (峰

5), 其中峰1和峰3为两个主要有关物质, 见表3。

讨论与小结

本实验首次建立了采用 HPLC-CAD 方法对黄杨

宁片原料中环维黄杨星 D 及有关物质的定量研究 ,

CAD检测器具有对低含量物质检测灵敏度高的优势,

可提高微量有关物质定量的准确性; 其检测信号全面,

可有效解决黄杨生物碱因有些有紫外末端吸收而有些

没有末端吸收在 UV 检测器上出现的信号不全问题;

其响应信号具有均一性 , 可仅以一种易得对照品来

(该方法中是主成分环维黄杨星 D) 定量其他有关物

质, 解决黄杨宁片原料有关物质缺少相应对照品而无

法准确定量问题。本方法操作简单、无需衍生化处理,

为分析黄杨宁片原料中环维黄杨星D和有关物质研究

提供一种新的方法和思路。

Figure 2 Total ion chromatogram (TIC) of cyclovirobuxine D

and its related substances extract in positive ion mode

Table 2 Results of different batches of samples (n = 4). "-" Not detected

Analyte

140801

140901

141101

20130819

20140917

20150826

20160912

20070501

20070503

20130401

20130402

2010YD011

Mean

090101 (high-purity)

Cyclovirobuxine D/%

81.56

79.94

82.28

80.62

80.75

81.33

81.71

85.69

88.49

81.43

80.09

82.53

82.20

98.90

Related substance/%

1

5.32

4.99

5.81

5.53

6.07

7.13

7.26

4.98

5.97

5.93

5.85

4.78

5.80

-

2

2.80

2.67

1.80

2.77

3.10

3.76

3.78

2.13

1.92

3.04

2.96

2.41

2.76

-

3

12.41

13.03

8.52

11.13

10.45

9.97

9.73

8.87

7.52

11.23

10.68

9.56

10.26

0.24

4

1.13

1.18

1.45

1.03

0.82

0.70

0.73

1.70

0.58

1.72

1.54

1.61

1.18

0.40

5

-

0.27

0.05

0.17

-

-

-

-

-

0.23

0.23

0.20

0.19

0.23

Total related

substance/%

21.66

22.15

17.63

20.63

20.44

21.56

21.51

17.68

15.99

22.14

21.27

18.57

20.10

0.87

Table 3 The structures and MS characteristics of the related substances

Peak

No.

1

2

3

4

5

Compound

Cyclovirobuxine C[5]

Cyclobuxine D double bond

hydrogenation product[9]

Cyclobuxine D[11]

Cyclobuxine D double bond

hydrogenation product[9]

Cyclobuxamine H[16]

MS

[1/2M+H]+

[M+H]+

209.194 82

417.382 87

195.179 34

389.351 53

194.171 55

387.335 88

195.179 55

389.351 78

188.171 71

375.336 21

Theoretical

[M+H]+

417.384 49

389.353 19

387.337 54

389.353 19

375.337 54

Error/10-6

−3.881

−4.263

−4.286

−4.263

−3.543

MS2

[M+H]+

372.325 29, 330.278 53

358.309 48, 290.248 11

356.294 13, 290.247 71

372.325 29, 330.278 90

358.309 20, 316.263 09

Molecular

formula

C27H48N2O

C25H44N2O

C25H42N2O

C25H44N2O

C24H42N2O

·· 2306



叶晓芸等: HPLC-CAD法对黄杨宁片原料中环维黄杨星D和有关物质的定性定量研究

前期考察了水、甲酸、甲酸铵以及乙酸铵作为水

相, 甲酸铵、乙酸铵缓冲盐可使环维黄杨星D与有关物

质较好的分开, 且缓冲盐浓度较高时峰型较好。此外, 改

变缓冲盐 pH值可使保留时间发生改变, 随着 pH值减

小, 保留时间减小, 最终选择 100 mmol·L-1甲酸铵 (甲

酸调节至 pH 2.8) 作为水相。本研究采用具有 HILIC

模式的XBridge Amide色谱柱, HILIC是一种以极性固

定相 (硅胶或衍生硅胶) 及高比例有机相为流动相的

色谱模式, HILIC利用被测组分与硅胶表面硅羟基的

相互作用, 实现不加离子对试剂的洗脱液就可对极性

范围大的生物碱进行分离[17], 且避免了离子对色谱难

以与质谱兼容的问题[18]。同时, 对于通过蒸发去除流

动相的电喷雾检测器, HILIC系统中高比例有机相有

利于检测灵敏度的提高[19,20]。此外, 本法在保留时间

为 3.8 min时 (图 1C) 还可以观察到延宽的色谱峰, 含

量约在 0.2%, 通过质谱验证, 还含有多个其他有关物

质, 有待今后对优化流动相作进一步研究考证。

本实验建立的 HPLC-CAD 方法对黄杨宁片原料

中环维黄杨星D及有关物质的定量研究同时还采用了

HPLC-Q-Exactive对黄杨宁片原料中有关物质进行定

性研究。Q-Exactive质量分析器分辨率高达50万[21], 具

有稳定的质量精度, 可大大提高黄杨宁片原料中结构相

近有关物质的鉴别准确度; 同时所带有的Xcalibur质谱

工作站对推测的分子式的准确性也有强大的支撑作用。
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