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摘要：目的　建立同时测定明目上清片中９种常见无机阴离子含量的离子色谱法。方法　采用改进的ＱｕＥＣｈＥＲＳ前处理方法
净化样品，离子色谱法测定样品。用去离子水提取，Ｎ丙基乙二胺（ＰＳＡ）和 Ｃ１８净化，ＩｏｎＰａｃＡＳ１１ＨＣ阴离子交换分析柱分

离，氢氧化钾淋洗液梯度洗脱，洗脱２５ｍｉｎ，流速为１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为３０℃，进样量为３０μＬ。结果　９种常见无机阴离
子均能达到基线分离，线性范围在０．５～５０．０ｍｇ·Ｌ－１之间，线性关系良好，相关系数为０．９９９０～０．９９９９范围内，仪器精密
度、重复性和稳定性良好，平均加样回收率为９０．２６％ ～１０１．２２％，ＲＳＤ为０．５１％ ～２．１５％，仪器精密度、重复性和稳定性良
好。结论　该方法简便快速和自动化，可用于明目上清片中无机阴离子含量的测定。
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　　明目上清片在 ２０１５年版《中国药典》中有记
载，由黄连、熟大黄、黄芩、连翘、栀子和桔梗等 ２１
味中药组成［１］。该中药复方制剂的作用主要为清

热散风、明目止痛等，主要用于治疗焦火盛引起的

暴发火眼，红肿痛痒，热泪昏花，云翳遮睛，头痛目

眩，烦躁口渴，大便燥结等症状［２］。根据现代药理

研究表明，中药复方制剂中一般含多味中药，化学

成分较复杂，药效由多种有效成分共同作用，研究

较困难，为了全面有效的研究中药药效成分，应该

从考虑多方面，包括的有效成分不仅包括有机成

分，也包括无机离子成分［３］。目前，明目上清片复

方制剂的质量控制主要运用高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ）检测明目上清片中黄芩苷、橙皮苷和小檗
碱等的有机成分含量［４６］，但尚未有文献报道控制

明目上清片中阴阳离子等无机成分的含量。为了

更加全面控制明目上清片的质量，本研究建立离子

色谱法测定明目上清片中常见无机阴离子的含量。

离子色谱法是一种公认的有效分析无机阴离

子性物质的液相色谱方法，具有准确性和灵敏度

高、抗干扰能力强等特点，能实现多成分同时定性

定量的测定和分离，被广泛应用于医药、食品和环

境等领域测定阴离子含量［７１０］，是一种有效的无机

阴离子物质分析方法。再者，中药复方制剂基体复

杂，各种常见阴离子含量差异比较大。样品需要通

过优化前处理方法，去除杂质，提纯样品。本研究

用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ（Ｑｕｉｃｋ，Ｅａｓｙ，Ｃｈｅａｐ，Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ，Ｒｕｇ
ｇｅｄ，ａｎｄＳａｆｅ）前处理方法，具有方便、快捷、经济合
理等优势，同时测定了明目上清片中９种常见无机
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阴离子含量，为明目上清片的质量控制提供依据。

１　仪器与试剂
ＩＣＳ２１００型离子色谱仪（美国戴安公司），

ＡＳＥ３５０加速溶剂萃取仪（美国戴安公司）ＸＳ２０５电
子天平（德国 Ｍｅｔｔｌｅｒｔｏｌｅｄｏ公司），离心机（江苏环
宇科学仪器有限公司）。ＫＱ１００ＶＤＢ型台式三频数
控超声波清洗器（上海谱振生物科技有限公司）；氟

离子（Ｆ－）、甲酸根离子（ＣＯＯ－）、氯离子（Ｃｌ－）、亚
硝酸根离子（ＮＯ－２）、溴离子（Ｂｒ

－）、硝酸根离子

（ＮＯ－３）、硫酸根离子（ＳＯ
２－
４ ）、草酸根离子（Ｃ２Ｏ

２－
４ ）

和磷酸根离子（ＰＯ３－４ ）标准品溶液，质量体积浓度均
为１０００ｍｇ·Ｌ－１（均购于中国计量科学研究院）。
ＭｉｌｌｉＱ超纯仪（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），尼龙滤膜
（０２２μｍ，天津富集色谱技术发展公司）。氢氧化
钾溶液由离子色谱仪自动产生。超纯水（电阻

率＞１８．２ＭΩ·ｃｍ－１）由ＭｉｌｌｉＱ超纯仪产生。
２　实验方法
２．１　标准溶液配置　通过移液器分别准确移取上
述９种阴离子标准溶液５ｍＬ于５０ｍＬ棕色容量瓶
中，用超纯水稀释至刻度，然后分别准确移取０．１、
０．２、０．５、１．０、２．０、５．０ｍＬ的９种阴离子混合储备
溶液分别至１０ｍＬ棕色容量瓶中，分别用超纯水稀
释至刻度，配置成制成系列一系列９种阴离子混合
标准工作溶液，工作溶液质量浓度由低到高分别为

１．０、２．０、５．０、１０．０、２０．０、５０．０ｍｇ·Ｌ－１。
２．２　样品前处理　将明目上清片研磨至粉末后混
合均匀，过１００目号筛后，准确称取５０ｍｇ明目上清
片粉末样品于１００ｍＬ容量瓶具塞三角瓶中，加入
５０ｍＬ去离子水溶解样品，超声 １０ｍｉｎ，静置室温
后，将上清液移至５０ｍＬ离心管中，加入 Ｎ丙基乙
二胺（ＰＳＡ）１００ｍｇ，Ｃ１８固体粉末５０ｍｇ，摇匀后涡
旋５ｍｉｎ，离心（５０００ｒ·ｍｉｎ－１）１０ｍｉｎ，提取上清
液，并采用０．２２μｍ微孔滤膜过滤上清液。同时另
１个容量瓶具塞三角瓶，不加入样品，用去离子水平
行处理作为空白样品。

２．３　色谱条件　色谱柱采用 ＩｏｎＰａｃＡＳ１１ＨＣ
（２５０ｍｍ×４ｍｍ，４μｍ）阴离子交换分析柱和 Ｉｏｎ
ＰａｃＡＧ１１ＨＣ（５０ｍｍ×４ｍｍ，４μｍ）保护柱；抑制
器为ＡＳＲＳ３００４ｍｍ阴离子抑制器，淋洗液：为氢
氧化钾溶液梯度洗脱（０～４ｍｉｎ，５ｍｍｏｌ·Ｌ－１；４～５
ｍｉｎ，５～３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１；５～２０ｍｉｎ，３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１；
２０～２１ｍｉｎ，３０～５ｍｍｏｌ·Ｌ－１；２１～２５ｍｉｎ，５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１）；柱温：为 ３０℃；抑制器：ＡＳＲＳ３００４
ｍｍ阴离子抑制器，抑制电流为７５ｍＡ，自循环抑制

模式；检测器：为电导检测器，检测池温度为３０℃；流
速：为１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；洗脱时间为２５ｍｉｎ；进样体积
为３０μＬ；进样前用流动相冲洗离子色谱系统至基线
平稳后再进行进样分析。离子色谱图见图１。

Ａ．空白溶液

Ｂ．对照品溶液

Ｃ．样品溶液

　　注：１．Ｆ－；２．ＣＯＯ－；３．Ｃｌ－；４．ＮＯ－２；５．Ｂｒ－；６．ＮＯ－３；７．ＳＯ２－４ ；
８．Ｃ２Ｏ２－４ ；９．ＰＯ３－４ ；１０．待验证。

图１　明目上清片的离子色谱图

３　结果
３．１　线性关系、检测限和定量限　在优化的色谱
条件下，将９种阴离子混合标准线性工作液从低到
高质量浓度依次在“２．３”项色谱条件下测定，结果
以各离子的体积质量质量浓度Ｘ（ｍｇ·Ｌ－１）为横坐
标，被测离子的峰面积 Ｙ为纵坐标绘制标准曲线。
以水为空白溶液，空白溶液的色谱图未见色谱峰，

将样品溶液逐级稀释，按照“２．３”项色谱条件分别
测定。以信噪比为３∶１的样品质量溶液浓度为方法
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检测限。以信噪比为１０∶１的样品溶液体积质量浓
度为定量限。结果表明：９种离子的线性线性的范
围为 ０．５～５０．０ｍｇ·Ｌ－１，线性关系良好（ｒ２≥
０．９９９），９种阴离子的检出限为０．００７～０．０２８ｍｇ·
Ｌ－１，定量限为０．０２５～０．０８６ｍｇ·Ｌ－１，９种阴离子
的结果符合检测的要求，具体结果见表１。

表１　回归方程、检测限和定量限

离子种类 回归方程
相关

系数ｒ２
线性范围／
ｍｇ·Ｌ－１

检测限／
ｍｇ·Ｌ－１

定量限／
ｍｇ·Ｌ－１

Ｆ－ Ｙ＝０．３０９Ｘ＋０．７７２０．９９９３ ０．５～５０．０ ０．００７ ０．０２５

ＣＯＯ－ Ｙ＝０．１５４Ｘ＋０．０６４０．９９９１ ０．５～５０．０ ０．０２８ ０．０７０

Ｃｌ－ Ｙ＝０．３７３Ｘ－０．１２４０．９９９４ ０．５～５０．０ ０．０１０ ０．０３８
ＮＯ－２ Ｙ＝０．１７５Ｘ－０．０１５０．９９９９ ０．５～５０．０ ０．０２３ ０．０６４

Ｂｒ－ Ｙ＝０．２６６Ｘ－０．１４９０．９９９２ ０．５～５０．０ ０．０１８ ０．０５６
ＮＯ－３ Ｙ＝０．１７８Ｘ－０．０５３０．９９９９ ０．５～５０．０ ０．０１６ ０．０５２
ＳＯ２－４ Ｙ＝０．１４４Ｘ－０．３２１０．９９９５ ０．５～５０．０ ０．０１２ ０．０４０
Ｃ２Ｏ２－４ Ｙ＝０．１６４Ｘ＋０．０２１０．９９９５ ０．５～５０．０ ０．０１４ ０．０４４
ＰＯ３－４ Ｙ＝０．１６４Ｘ－０．０９５０．９９９２ ０．５～５０．０ ０．０２８ ０．０８６

３．２　加标回收率和精密度　本实验的样品中分别
被添加了０．５、２．５、１０ｍＬ的１００ｍｇ·Ｌ－１溶液（即样
品最终添加质量浓度为１．０、５．０、２０．０ｍｇ·Ｌ－１），分
别重复６次实验，经过样品前处理后测定样品溶液质
量浓度，经过 “２．３”项色谱条件分析，回收率和精密
度结果见表２。

表２　加标回收率试验／％

离子

种类

平均质量

浓度／
ｍｇ·Ｌ－１

低质量浓度

（１．０ｍｇ·Ｌ－１）

回收率 ＲＳＤ

中质量浓度

（５．０ｍｇ·Ｌ－１）

回收率 ＲＳＤ

高质量浓度

（２０．０ｍｇ·Ｌ－１）

回收率 ＲＳＤ

Ｆ－ ０．６６ ９０．４５ １．６４ ９５．２６ １．４８ ９１．１７ １．５６

ＣＯＯ－ － ９９．６７ １．０９ ９６．１４ ２．０７ ９７．６４ ２．１５

Ｃｌ－ ２．７５ ９１．４６ １．９８ ９５．１１ １．７７ ９４．３５ ２．１４
ＮＯ－２ － ９６．２５ ０．８７ ９８．２６ １．７９ ９９．３１ １．６６

Ｂｒ－ ３．２５ ９１．３４ １．７８ ９５．４７ １．７３ ９４．２２ １．３４
ＮＯ－３ ３．１１ ９３．１２ １．６６ ９０．１１ １．５６ ９２．１５ ０．５１
ＳＯ２－４ ３１．３５ ９２．２６ １．３５ ８９．５３ １．８６ ９５．１６ １．６９
Ｃ２Ｏ２－４ ０．９１ ９８．２６ １．５３ ９３．８２ １．６３ ９７．１２ ２．０８
ＰＯ３－４ １．９７ ９７．３４ １．６２ ９５．４１ １．７９ ９１．４５ １．８３

３．３　仪器精密度试验　本实验将９种阴离子混合标
准工作液（５．０ｍｇ·Ｌ－１）不经过前处理，连续用离子
色谱进样６次，结果表明显示上述９种无机阴离子色
谱峰面积的ＲＳＤ＜２．０％，说明该仪器测定较稳定。
３．４　重复性试验　准确称取明目上清片粉末样品
５０ｍｇ，平行称取６份，按照样品前处理步骤样品溶
液，平行制备６份，通过离子色谱仪的分析，结果表
明显示上述９种无机阴离子的平均色谱峰面积的
均ＲＳＤ＜３．０％，该分析方法重复性良好。
３．５　稳定性试验　将经过前处理后制好的样品溶
液放置０、３、６、１２、２４ｈ后分别进行分析进样，上述９
种无机阴离子的色谱峰面积的ＲＳＤ均≤２．０％。样
品溶液中９种阴离子在２４ｈ内较稳定。
３．６　样品含量测定　采用本方法测定明目上清片
样品，取８个批次明目上清片样品，通过样品前处
理步骤后制成样品溶液，并按照在已优化色谱条件

下测定样品溶液。明目上清片样品中测出９种无
机阴离子，９种无机阴离子的质量浓度在 ０．６３～
３１．３８ｍｇ·Ｌ－１，结果见表３。
４　讨论
４．１　色谱条件的优化　测定阴离子的传统化学方
法因操作繁琐复杂，对操作人员有一定要求，检出

限高，不能满足多种阴离子同时有效测定等缺点而

逐渐被离子色谱法等方法取代［１２］。目前，离子色谱

法在电子、大气、工业和水质等方面成为权威机构

的标准分析方法［１３］，同时在中药或中药复方制剂中

测定阴离子含量的应用也越来越多［３，１２，１４１５］。本研

究采用ＩＣＳ２１００型离子色谱仪配备的淋洗液自动
发生器，在线产生ＫＯＨ梯度淋洗，进样前先用在线
产生ＫＯＨ流动相冲洗系统，基线平稳，重现性好。
采用 ＡＳ１１ＨＣ阴离子交换柱分析，能够快速实现阴
离子与杂质成分良好分离。这可能是因为ＡＳ１１ＨＣ
阴离子交换柱的材料主要是含烷醇季铵功能基团

的，该色谱柱属于中高亲水性色谱柱，适于复杂基

体中低浓度阴离子的分离［１４］。

表３　明目上清片样品测定结果／ｍｇ·Ｌ－１

批次 Ｆ－ ＣＯＯ－ Ｃｌ－ ＮＯ－２ Ｂｒ－ ＮＯ－３ ＳＯ２－４ Ｃ２Ｏ２－４ ＰＯ３－４
１ ０．６６ － ２．７５ － ３．２５ ３．１１ ３１．３５ ０．９１ １．９７
２ ０．６７ － ２．７６ － ３．２１ ３．１５ ３１．３７ ０．９４ １．９８
３ ０．６４ － ２．８１ － ３．２３ ３．１４ ３１．３４ ０．９４ １．９３
４ ０．６３ － ２．７６ － ３．２７ ３．１３ ３１．３６ ０．９５ １．９５
５ ０．６７ － ２．７４ － ３．２６ ３．１１ ３１．３１ ０．９３ １．９４
６ ０．６５ － ２．７７ － ３．２５ ３．１２ ３１．３７ ０．９２ １．９４
７ ０．６８ － ２．７４ － ３．２８ ３．１５ ３１．３８ ０．９７ １．９３
８ ０．６５ － ２．７３ － ３．２４ ３．１８ ３１．３３ ０．９２ １．９６
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　　各离子的分离度和保留时间主要受淋洗液强度
的影响，各离子的极性不同，淋洗液对其的作用也会

有所不同。淋洗液的强度越大，对阴离子的洗脱能力

就越强，淋洗液的强度越小，对阴离子的洗脱能力就

越弱。在ＡＳ１１ＨＣ阴离子交换柱和氢氧化钾（ＫＯＨ）
淋洗液条件作用下，Ｃｌ－和ＣＯＯ－、Ｂｒ－和ＮＯ－３ 的保留
行为相近，且Ｃｌ－和ＣＯＯ－的保留能力相对其他离子
较弱。为了实现 Ｃｌ－和 ＣＯＯ－良好的分离，开始时，
需要使用较低强度的ＫＯＨ淋洗液条件，因此在前４
ｍｉｎ内，淋洗液的浓度为５ｍｍｏｌ·Ｌ－１。为了在较短
时间实现分离其他离子，需要适当提高ＫＯＨ淋洗液
的强度。因此在１ｍｉｎ内将ＫＯＨ淋洗液的强度提高
至３０ｍｍｏｌ·Ｌ－１。在５～２０ｍｉｎ范围内分离其他７
个离子，７个离子均能实现良好分离。最后，将ＫＯＨ
淋洗液强度恢复至初始条件，并平衡４ｍｉｎ，有助于提
高实验的重现性和稳定性。

４．２　ＱｕＥＣｈＥＲＳ前处理的优化　本试验采用改进
的ＱｕＥＣｈＥＲＳ前处理方法能够吸附大量有机化合
物杂质，显著减小溶液中的酚酸类成分、色素、皂苷

和内酯等杂质成分的干扰，并通过过滤后，上清液

中几乎只保留着无机成分，有效净化了样品。该试

验采用单因素分别考察了提取溶液的体积、ＰＳＡ和
Ｃ１８的用量对各阴离子回收率的影响。试验分别考
察了２０、３０、４０、５０、６０ｍＬ去离子水，１０、５０、１００、
２００、５００ｍｇ的 ＰＳＡ和 １０、５０、１００、２００、５００ｍｇ的
Ｃ１８对各离子回收率的影响。结果表明，随着去离子
水提取体积的提高，各离子的回收率逐渐升高，当

提取体积达到４０ｍＬ以后，各离子的回收率趋于稳
定，可能是各离子的溶解趋于饱和。为了保证试验

的稳定性，试验选择 ５０ｍＬ作为提取体积。随着
ＰＳＡ质量的增加，杂质的影响越来越小。在 １０～
１００ｍｇ间，随着 ＰＳＡ质量的增加，各阴离子的回收
率越来越高，且回收率均能达到 ９０％以上。但在
２００～５００ｍｇ间，随着ＰＳＡ质量的增加，各阴离子的
回收率越来越低，可能是因为ＰＳＡ质量的增加，使得
ＰＳＡ对各阴离子的吸附增加。因此试验最终选择
１００ｍｇ的ＰＳＡ，同理选择优化Ｃ１８，最终５０ｍｇ的回收
率最高，干扰少，因此选择５０ｍｇＣ１８。
４．３　样品含量分析　清心明目上清片样品９种阴
离子中，ＳＯ２－４ 含量最高，而且明显高于其他离子的
含量，这是否与清心明目上清片的药理作用有密切

关系，有待学者们进一步的研究。根据生活对常见

阴离子的认识，过量的摄入硫酸盐，会使硫酸盐与

钙镁离子结合使水变得苦涩，还会出现肠胃功能紊

乱，腹胀腹泻等生理症状［１６］。因此明目上清片样品

的 ＳＯ２－４ 含量值得关注。再者，Ｃｌ
－，Ｃ２Ｏ

２－
４ ，Ｂｒ

－，

Ｆ－、ＮＯ－３ 和 ＰＯ
３－
４ 含量次之，未检测出 ＮＯ－２ 和

ＣＯＯ－的含量。根据图１Ｃ可知，色谱峰９后面存在
一个色谱峰１０。根据笔者的经验，该离子很可能是
柠檬酸根离子，有待学者们进一步的确证。
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