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SPE-HPLC法测定复方北豆根氨酚那敏片中
6个成分的含量

钱钰娟，肖宏华，贠晓斐，韩 锋，张艳霞，闫泽曼

北京市朝阳区食品药品安全监控中心（北京 100124）

【摘要】目的  建立固相萃取-高效液相色谱（SPE-HPLC）法测定复方北豆根氨酚那

敏片中对乙酰氨基酚、咖啡因、马来酸氯苯那敏、蝙蝠葛苏林碱、蝙蝠葛碱、蒙花苷的含

量。方法  采用MCX 固相萃取柱对样品进行前处理，Waters XBridge C18色谱柱（250 mm ×
4.6 mm，5 μm），磷酸盐缓冲液（磷酸二氢铵11.5 g，加磷酸1 mL，用水稀释至1 000 mL）-
乙腈为流动相，梯度洗脱，流速：1.0 mL/min，检测波长：272 nm （0~20 min，对乙酰氨基

酚与咖啡因）、225 nm （20~48 min，蝙蝠葛苏林碱、马来酸氯苯那敏与蝙蝠葛碱）、334 nm
（48~55 min，蒙花苷）；柱温为 30 ℃。结果  对乙酰氨基酚、咖啡因、蝙蝠葛苏林碱、马来

酸氯苯那敏、蝙蝠葛碱、蒙花苷分别在 120.09~2 401.80、6.04~120.76、4.01~80.23、29.94~
598.80、5.93~118.58、2.46~49.29 μg/mL范围内呈良好的线性关系，r ≥ 0.999 7，平均回收率

分别为 99.39%、98.24%、88.13%、95.32%、92.54%、96.89% （RSD ≤ 2.65%，n=9）。结论  
本文建立的方法可同时测定复方北豆根氨酚那敏片的多个成分，且方法学验证符合要求，

可为该制剂的质量控制及标准修订提供参考。
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【Abstract】 Objective  To establish a solid-phase extraction-high-performance liquid 
chromatography (SPE-HPLC) method for the determination of paracetamol, caffeine, 
chlorphenamine maleate, daurisoline, dauricine and buddleoside in compound asiatic moonseed, 
paracetamol and chlorphenamine maleate tablets. Methods  The samples were pretreated using an 
MCX solid-phase extraction column. A Waters XBridge C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 μm) was 
employed, with a mobile phase consisting of phosphate buffer solution (11.5 g of ammonium 
dihydrogen phosphate, adding 1 mL of phosphoric acid, and diluting to 1 000 mL with water) - 
acetonitrile for gradient elution. The flow rate was set at 1.0 mL/min, and the detection wavelengths 
were 272 nm (0-20 min, for paracetamol and caffeine), 225 nm(20-48 min, for daurisoline, 
chlorphenamine maleate, and dauricine), and 334 nm (48-55 min, for buddleoside). The column 
temperature was maintained at 30°C.Results  Paracetamol, caffeine, daurisoline, chlorphenamine 
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maleate, dauricine and buddleoside exhibited good linearity within the concentration ranges of 120.09-2,401.80, 
6.04-120.76, 4.01-80.23, 29.94-598.80, 5.93-118.58 μg/mL, and 2.46-49.29 μg/mL, respectively. The linear 
correlation coefficients were all greater than 0.9997. The average recoveries were 99.39%, 98.24%, 88.13%, 
95.32%, 92.54%, and 96.89%(RSD ≤ 2.65%, n=9), respectively. Conclusion  The method established in this 
study can simultaneously determine multiple components in compound asiatic moonseed, paracetamol and 
chlorphenamine maleate tablets and meets the requirements of methodological validation. It can provide 
technical support for the quality control and standard revision of this preparation. 

【Keywords】 Solid-phase extraction; HPLC; Compound asiatic moonseed, paracetamol and 
chlorphenamine maleate tablets; Quality control

复方北豆根氨酚那敏片是临床用于缓解普通

感冒或流行性感冒所致发热、头痛、鼻塞等症状

的中西药复方制剂，处方中包含对乙酰氨基酚、

咖啡因、马来酸氯苯那敏 3种化学药物，以及北

豆根、野菊花、金银花 3种中药材的提取物，各

成分协同发挥解热、镇痛、抗炎、抗过敏作用。

该制剂的现行质量标准收载于《化学药品地方标

准上升国家标准》第四册［1］，采用容量分析法检

测对乙酰氨基酚和咖啡因的含量，该方法需人工

判断滴定终点，主观因素引起的测定误差大，且

检测过程中使用了大量三氯甲烷，存在人员健康

危害与环境污染问题，需探索新型、高效、环保

的替代方法，推动绿色分析技术的创新与

应用［2-3］。
目前，复方北豆根氨酚那敏片的检测研究多

集中于对乙酰氨基酚、马来酸氯苯那敏、咖啡因

及绿原酸等组分［4-7］，尚未构建全面覆盖中西药

成分的质控体系。一方面，制剂中各目标成分含

量差异悬殊，单一检测方法难以同时满足不同含

量组分的测定需求，存在检测覆盖不全面、灵敏

度与准确性无法兼顾的问题。另一方面，北豆根

中的蝙蝠葛苏林碱、蝙蝠葛碱为主要生物碱类活

性成分，具有抗炎镇痛、抗心律失常等核心药

效，同时存在一定剂量依赖性毒性［8］；野菊花中

的蒙花苷为特征活性成分，具有抗炎、抗菌、抗

氧化作用［9］。上述成分作为中药部分的质控标志

物，若缺少管控，易导致制剂批次间质量不均、

疗效波动，因此将蝙蝠葛苏林碱、蝙蝠葛碱、蒙

花苷纳入多组分同步测定体系，可实现药效与安

全双重控制，完善制剂质量评价标准。

固相萃取 （solid-phase extraction，SPE） 是

基于液固色谱分配理论的样品前处理技术，通过

功能性吸附剂选择性吸附目标化合物，经活化、

上样、淋洗、洗脱四步即可实现样品纯化与浓

缩［10-11］，相较于传统方法，有机溶剂消耗量减少

60%以上，检出限提升 1~2个数量级，契合绿色

分析理念，已广泛应用于医药、食品、环境等多

领域［12-14］。针对复方北豆根氨酚那敏片的复杂基

质，普通 SPE无法分离高浓度酚类化学药、碱性

胺类抗过敏药、痕量生物碱以及微量黄酮；MCX
混合型 SPE 柱兼具反相吸附与强阳离子交换作

用，对含氨基等碱性官能团的化合物特异性保留

能力优异，可有效去除复杂基质干扰，提升目标

物分离选择性［15］。基于此，本研究采用MCX混

合型 SPE柱进行样品前处理，对制剂中高含量的

对乙酰氨基酚、咖啡因进行梯度稀释以避免检测

信号过载，对低含量的马来酸氯苯那敏、蝙蝠葛

苏林碱、蝙蝠葛碱、蒙花苷进行选择性富集以提

升检测灵敏度。同时参考文献［16-18］建立 HPLC
法，通过三波长切换模式，既消除高浓度组分信

号饱和问题，又提升微量成分灵敏度，实现上述

多组分同时测定，为复方北豆根的质量控制提供

更全面、可靠的技术支撑。

1　仪器与试药

1.1　主要仪器
1260型高效液相色谱仪（美国安捷伦公司，

DAD检测器）；XP105DR型电子天平（瑞士梅特

勒-托利多公司，d= 0.01 mg /0.1 mg）；明澈-D 
24UV 型纯水/超纯水系统 （德国默克密理博公

司）；KQ-500E型超声波清洗器（江苏昆山超声

仪器有限公司）；Sorvall ST1R Plus高速低温离心

机（美国赛默飞世尔科技公司）；N-EVP112型氮

吹仪 （美国 Organomation 公司）；MCX 混合型阳

离子交换固相萃取柱［沃特世科技（上海）有限

公司，规格：6 cc/150 mg］。
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1.2　主要药品与试剂
对乙酰氨基酚对照品 （批号： 100018-

202312，纯度 100.0%）、马来酸氯苯那敏对照品

（批号：100047-202008，纯度99.7%）、蝙蝠葛碱

对照品 （批号：111867-202205，纯度 97.2%）、

蒙花苷对照品 （批号： 111528-202213，纯度

94.6%） 和金银花对照药材 （批号： 121060-
202509）均购自中国食品药品检定研究院；咖啡

因对照品（批号：25031，纯度99.8%）购自中国

计量科学研究院；蝙蝠葛苏林碱对照品（批号：

18802，纯度97.6%）购自上海诗丹德标准技术服

务有限公司；市售复方北豆根氨酚那敏片：厂家

A （批号：230501、230603、241001），厂家 B
（批号：31241101、231001）。

甲醇、乙腈（色谱纯，美国赛默飞世尔科技

公司）；二甲基亚砜、磷酸二氢铵、磷酸、氨水、

盐酸 （分析纯，天津福晨化学试剂有限公司）；

纯化水为自制。

2　方法与结果

2.1　溶液的制备
2.1.1　混合对照品溶液

精密称取马来酸氯苯那敏对照品约 60 mg、
蝙蝠葛苏林碱约 8 mg、蝙蝠葛碱约 12 mg、蒙花

苷约5 mg，置同一100 mL棕色量瓶中，加二甲基

亚砜5 mL超声溶解，用30%甲醇稀释至刻度，摇

匀，作为对照品储备液（1）；再精密称取对乙酰

氨基酚约 120 mg，咖啡因约 6 mg，置同一 50 mL
棕色量瓶中，加上述对照品储备液（1）溶解并稀

释至刻度，摇匀，作为对照品储备液（2）；精密

量取对照品储备液（2） 5 mL，置 20 mL 棕色量

瓶中，加30%甲醇稀释至刻度，摇匀，作为混合

对照品溶液。

2.1.2　供试品溶液
取本品 20 片，除去薄膜衣后精密称定，研

细，精密称取细粉适量（约相当于对乙酰氨基酚

300 mg），置50 mL量瓶中，加30%甲醇适量，超

声处理（功率：500 W，频率：40 kHz） 20 min，
放冷，用30%甲醇稀释至刻度，摇匀，取适量溶

液离心（11 000×g） 5 min，取上清液作为供试品

储备液（1）。
取MCX混合型阳离子交换固相萃取柱，依次用

甲醇、水各5 mL活化。精密量取供试品储备液（1）

5 mL，加 1 mol/L 盐酸溶液约 0.15 mL，混匀，将

混合液过MCX固相萃取小柱，再用30%甲醇溶液

20 mL 分次洗脱，液体接收至 50 mL 量瓶中，用

30%甲醇溶液定容至刻度，摇匀，作为供试品储

备液（2）。
用 5%氨甲醇溶液 5 mL解吸附，收集解吸附

液，于40 ℃下氮气吹干。取残渣，精密加入2 mL
供试品储备液（2）溶解，得供试品溶液。

2.1.3　阴性样品溶液
按照文献［1］处方比例，取 200 mg 金银花对

照药材，制成金银花提取物，再加适量淀粉，制

成不含对乙酰氨基酚、咖啡因、马来酸氯苯那

敏、北豆根提取物、野菊花提取物的阴性样品，

然后按“2.1.2”项下供试品的制备方法处理，得

阴性样品溶液。

2.2　色谱条件
色谱柱：Waters XBridge C18色谱柱（250 mm×

4.6 mm，5 μm），流动相A：磷酸盐缓冲液（磷酸

二 氢 铵 11.5 g， 加 磷 酸 1 mL， 用 水 稀 释 至

1 000 mL），流动相B：乙腈，梯度洗脱（洗脱程度

见表 1）；流速：1.0 mL/min；检测波长：272 nm
（0~20 min，对乙酰氨基酚与咖啡因），225 nm
（20~48 min，蝙蝠葛苏林碱、马来酸氯苯那敏与

蝙蝠葛碱），334 nm （48~55 min，蒙花苷）；柱

温：30 ℃，进样量：10 μL。

2.3　方法学验证
2.3.1　专属性

分别精密量取混合对照品溶液、供试品溶

液、阴性样品溶液各 10 μL，按“2.2”项下色谱

条件进样测定，色谱图见图 1。结果显示，阴性

对照溶液在各待测成分对应保留时间处均未出现

明显色谱峰，说明阴性对照与待测组分之间无干

扰；各目标成分色谱峰之间分离度均大于2.0，分

离效果良好；供试品溶液中，检出未知成分

（峰 7），该峰未包含于对照品组分内，需进一步

鉴别该色谱峰的来源。利用Agilent DAD检测器的

光谱采集功能，比对供试品与对照品相应保留时

表1  流动相梯度洗脱程序

Table 1. Mobile phase gradient elution programme

时间（min）
0~10

11~45
46~55

流动相A（%）

90
85
70

流动相B（%）

10
15
30
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间的色谱峰，其光谱图特征完全相符。同时对各

色谱峰进行纯度检查，纯度因子均大于 997，表

明所建立的方法专属性强，可有效排除干扰，准

确定量待测成分。

2.3.2　线性关系
取“2.1.1”下的对照品储备液（2），分别精

密量取 1、2、3、5、10、15、20 mL 置 20 mL 棕

色量瓶中，加30%甲醇稀释至刻度，以峰面积为

纵坐标 （Y）、对照品质量浓度为横坐标 （X，
μg/mL）进行线性回归，绘制标准曲线，回归方

程及线性关系见表2。
2.3.3　精密度试验

将同一供试品溶液连续进样 6次，测定各组

分峰面积。计算各成分峰面积的RSD，结果分别

为：对乙酰氨基酚 0.10%、咖啡因 0.52%、蝙蝠

葛苏林碱 0.28%、马来酸氯苯那敏 0.07%、蝙蝠

葛碱 0.20%、蒙花苷 0.16% （n=6），说明仪器精

密度符合要求。

2.3.4　重复性试验
取批号为230501的样品，平行配制6份供试

品溶液，采用“2.2”项下色谱条件依次检测，经

计算对乙酰氨基酚、咖啡因、蝙蝠葛苏林碱、马

来酸氯苯那敏、蝙蝠葛碱、蒙花苷的平均含量分

别为 293.08、13.94、0.11、3.06、0.47、0.26 mg/
片，RSD 分别为 0.36%、0.59%、1.86%、1.98%、

1.02%、1.63%（n=6），表明本方法重复性良好。

2.3.5　稳定性试验
取批号为230501的供试品溶液，分别于室温

条件下放置 0、4、8、12、18、24 h 进样检测，

计算各成分峰面积的RSD，结果分别为：对乙酰

氨基酚 0.08%、咖啡因 0.06%、蝙蝠葛苏林碱

1.52%、 马 来 酸 氯 苯 那 敏 0.32%、 蝙 蝠 葛 碱

0.23%、蒙花苷0.79%（n=6），说明供试品溶液在

24 h内稳定性良好。

2.3.6　回收率试验
取批号为230501的样品，精密称取细粉9份

（每份约相当于对乙酰氨基酚150 mg），分别置于

50 mL量瓶，分成低、中、高3组，每组3份平行

样品。各组分别按 80%、100%、120% 水平依次

加入精密称定的对乙酰氨基酚对照品 （120、
150、180 mg）、咖啡因对照品（6、7.5、9 mg），

再精密加入“2.1.1”项下的对照品储备液 （1）
（2、2.5、3 mL）。按“2.1.2”项下方法制备回收

率供试品溶液，再按“2.2”项下色谱条件进行测

定，记录峰面积，代入线性方程计算各组分回收

率。结果对乙酰氨基酚、咖啡因、蝙蝠葛苏林

碱、马来酸氯苯那敏、蝙蝠葛碱、蒙花苷的平均

回 收 率 分 别 为 99.39%、 98.24%、 88.13%、

95.32%、92.54%、96.89%，RSD 分别为 0.80%、

表2  回归方程与线性范围

Table 2. Regression equations and linear ranges

成分

对乙酰氨基酚

咖啡因

蝙蝠葛苏林碱

马来酸氯苯那敏*

蝙蝠葛碱

蒙花苷

回归方程

Y = 9.27 X +140.76
Y = 28.51 X +0.58
Y = 27.94X -14.72
Y = 14.72 X -3.87
Y = 27.65 X -18.65
Y = 21.61 X +0.38

r

0.999 9
1.000 0
0.999 7
1.000 0
0.999 8
1.000 0

线性范围（μg/mL）
120.09~2 401.80

6.04~120.76
4.01~80.23

29.94~598.80
5.93~118.58
2.46~49.29

LOD（μg/mL）
0.02
0.01
0.04
0.08
0.05
0.01

LOQ（μg/mL）
0.08
0.04
0.13
0.28
0.18
0.04

注：LOD.检测限；LOQ.定量限；*以氯苯那敏计。

图1  HPLC色谱图

Figure 1. HPLC chromatograms
注：A.阴性样品溶液；B.混合对照品溶液；C.供试品溶液；1.对乙

酰氨基酚；2.咖啡因；3.蝙蝠葛苏林碱；4.氯苯那敏；5.蝙蝠葛碱；

6.蒙花苷；7.未知成分。
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1.34%、2.14%、2.16%、2.10%、2.65%（n=9）。
2.3.7　定量限与检测限

精密量取“2.1.1”项下的混合对照品溶液，

逐级稀释，按“2.2”项下的色谱条件进行测定，

记录色谱图。当信噪比约为 3 时计算检测限

（limit of detection，LOD），当信噪比约为 10时计

算 定 量 限 （limit of quantitation， LOQ）， 结 果

见表2。
2.4　含量测定

取 2 个厂家共 5 批样品，按照“2.1.2”项下

方法制备供试品溶液，按照“2.2”项下的色谱条

件进行测定，计算各成分含量，结果见表3。

3　讨论

本研究围绕复方北豆根氨酚那敏片中不同组

分同步检测难题，从样品前处理（提取、固相萃

取分离洗脱体系）、色谱分离 （色谱柱、柱温、

流动相）、检测参数（多波长切换）及特征未知

峰定性 4个方面开展优化试验，明确各条件的选

择依据，构建可兼顾高含量化药与痕量中药活性

成分的检测方案。

3.1　样品提取体系优化
本品同时包含水溶性和脂溶性成分，单一溶

剂无法兼顾全部目标成分，因此对比不同极性溶

剂及提取时长开展考察。本研究考察了30%甲醇

溶液和 100% 甲醇在不同超声时间的提取效率。

结果表明，当采用 30%甲醇溶液作为提取溶剂，

超声处理（功率：500 W，频率：40 kHz） 20 min
时，目标成分可基本提取完全。

3.2　SPE分离体系筛选
3.2.1　SPE填料选择

对比常规C18反相柱与混合型MCX阳离子交

换柱分离性能：C18仅依靠单一反相保留机制，对

极性相近的对乙酰氨基酚与马来酸氯苯那敏无法

分离；MCX填料可依据组分带电特性实现选择性

保留：中性不带电荷的对乙酰氨基酚、咖啡因、

蒙花苷仅吸附于填料反相位点，碱性含氮的马来

酸氯苯那敏、蝙蝠葛生物碱依靠阳离子交换强保

留，2类组分分步洗脱，满足本品高低含量组分

分离需求，因此选用MCX固相萃取柱作为前处理

载体。

3.2.2　洗脱剂优化
为洗脱固相萃取小柱上的对乙酰氨基酚与咖

啡因，考察水、甲醇溶液 （10%、20%、30%、

40%）的洗脱效果及溶剂用量。结果显示，甲醇

浓度与溶剂消耗量负相关，浓度越低耗量越大、

效率越低；但40%甲醇会同步洗脱具有较强反向

保留作用的蒙花苷。当使用 30%甲醇 20 mL时可

兼顾洗脱效率与选择性，洗脱弱保留的对乙酰氨

基酚和咖啡因，但对碱性生物碱和蒙花苷的洗脱

能力不足。

3.2.3　解吸条件优化
碱性含氮化合物依靠阳离子交换紧密结合于

MCX填料，需碱性有机溶剂破坏离子键来完成解

吸。参考相关文献［14-15］，选用氨水-甲醇体系，

分别优化氨水浓度与溶剂用量。以马来酸氯苯那

敏、蝙蝠葛碱、蝙蝠葛苏林碱、蒙花苷为目标，

考察不同浓度氨甲醇溶液（3%、5%、10%）的

解吸附效果，发现5%氨甲醇的解吸附能力最强。

进一步验证用量体积，5 mL 氨甲醇溶液可实现

4个目标组分完全解吸附。需注意，氨水浓度超

过5%会降低蝙蝠葛碱、蝙蝠葛苏林碱的稳定性。

3.3　液相色谱分离系统优化
3.3.1　流动相体系筛选

流动相系统筛选是实现各组分有效分离的关

键步骤。首先参考文献［19］，采用含磷酸、三乙

胺的水-甲醇体系梯度洗脱，该体系pH缓冲能力

不足，连续进样保留时间波动大，无法满足定量

分析对重复性的要求，需优化流动相组成。后续

参考《中国药典》 2025 年版二部［20］，改用磷酸

表3  含量测定结果（mg/片，n = 3）
Table 3. Results of content determination (mg per tablet, n=3)

厂家

A

B

批号

230501
230603
241001

31241101
231001

对乙酰氨基酚

293.08
291.14
287.17
291.38
299.95

咖啡因

13.94
15.21
14.29
14.95
14.93

蝙蝠葛苏林碱

0.11
0.10
0.09
0.37
0.31

马来酸氯苯那敏

3.06
2.78
2.64
2.77
2.80

蝙蝠葛碱

0.47
0.52
0.46
0.20
0.57

蒙花苷

0.26
0.20
0.26
0.07
0.16
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二氢铵缓冲液-乙腈体系，缓冲盐可稳定流动相

pH值，解决保留时间不稳定问题，并通过优化比

例使各组分分离度符合要求，确定为最终流动相

方案。

3.3.2　色谱柱与柱温条件筛选
考察同规格 （250 mm×4.6 mm，5 μm） 4 个

型号色谱柱 （Venusil XBP Polar-Phenyl、Waters 
XBridge C18、 Waters SunFire C18 及 Phenomenex 
Luna C18）的分离性能，结果显示Waters XBridge 
C18色谱柱对目标组分与杂质的分离效果最优，满

足基础分离需求。进一步考察不同柱温对色谱分

离的影响，发现30 ℃时各主成分与相邻杂质分离

度均大于 1.5，符合 《中国药典》 2025 年版四

部［21］要求，且色谱峰纯度最高，为适宜柱温。

此外，试验观察到不同组分对柱温的敏感性存在

差异，其中蝙蝠葛碱与马来酸氯苯那敏的出峰顺

序会随柱温调节发生改变，需固定柱温以保证检

测结果的重复性。

3.4　检测波长选择
6种目标成分紫外吸收特征差异显著，单一

波长无法兼顾各组分检测灵敏度。分析各成分紫

外吸收光谱：对乙酰氨基酚、咖啡因分别在254、
272 nm 有最大吸收，因前者含量高、响应值充

足，无需依赖其最大吸收波长即可满足检测需

求，故选用272 nm作为二者共同检测波长以同步

测定；马来酸氯苯那敏、蝙蝠葛碱及蝙蝠葛苏林

碱在225 nm均有较强紫外吸收，确定该波长检测

此 3种成分；蒙花苷最大吸收波长为 334 nm，且

与其他成分差异显著，需单独设定波长。故采用

3个波长分时间段检测的模式，实现所有目标成

分的精准定量。

3.5　供试品特征未知峰定性分析
检测过程中发现供试品溶液色谱峰 7的峰面

积很大，且在多次平行试验中表现出良好的稳定

性。经北豆根、金银花、野菊花三种对照药材提

取检测比对，确认该组分来源于北豆根提取物。

因暂未明确其化学结构与分子信息，不具备定量

分析的条件。综合其高稳定性、特征性保留行为

及明确的来源属性，确定该色谱峰可作为供试品

定性分析的特征峰，用于辅助鉴别北豆根成分。

3.6　小结
通过本试验发现有 1批样品中马来酸氯苯那

敏含量低于处方量的90%，说明该组分投料存在

偏差；而各厂家批次中药指标成分受药材产地、

提取工艺影响，含量相差数倍，可见原质量标准

仅检测对乙酰氨基酚和咖啡因是不够全面的，无

法有效监控制剂整体质量稳定性，有必要将其余

目标成分纳入质量控制体系。本文建立了 SPE-
HPLC联用方法，用于同步检测上述6个成分的含

量。通过方法学验证确认各项指标均符合《中国

药典》 2025 年版四部 《分析方法验证指导原

则》［21］要求，检测结果准确可靠。该方法有效解

决了传统方法基质干扰严重、高低浓度组分分离

困难、检测覆盖不全等问题，完全摒弃了原标准

使用的高危害性三氯甲烷，单次色谱运行即可覆

盖化学药与中药核心活性成分，为复方北豆根氨

酚那敏片的多组分质量控制及现行质量标准修订

提供科学参考。
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