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摘要

褪⿊素的USP含量测定和杂质分析程序已经在Arc™ HPLC™系统上完成优化，该系统与Waters™ 2998 PDA检测器

联⽤，使⽤XBridge™ BEH™ C18 (2.5 µm, 4.6 mm x 75 mm)⾊谱柱。在本应⽤纪要中，我们研究了现代化USP褪

⿊素含量测定⽅法的分析特性。该⽅法在特异性、线性、灵敏度、准确度和精密度（重复性）⽅⾯表现均有出⾊

表现。我们对六种代表性膳⻝补充剂应⽤了该含量测定⽅法，结果显⽰褪⿊素含量超标3%~42%。这种现代化的

USP褪⿊素含量测定⽅法适⽤于对补充剂中的褪⿊素进⾏快速、经济的分析。

优势

快速、经济地分析膳⻝补充剂中的褪⿊素■

可靠、准确地测定各种剂型的补充剂中的褪⿊素■

简介

⾯对近期公众对于⼉童摄⼊褪⿊素增加的担忧(1,2)，此处展⽰了⼀例美国药典(USP)褪⿊素含量测定和杂质分析⽅

法步骤3现代化的成功案例，我们将Waters Arc HPLC系统与2998 PDA检测器联⽤，使⽤XBridge BEH C 18 (2.5 
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µm, 4.6 mm x 75 mm)⾊谱柱和经过优化的LC条件4。在本应⽤纪要中，我们将使⽤不同剂型（即液体、软胶囊、

⽚剂和胶囊），不同褪⿊素含量（1~10 mg/份）的代表性膳⻝补充剂样品，进⼀步展⽰USP各论⽅法步骤的分析

性能和适⽤性。

实验

褪⿊素（USP褪⿊素RS）和5-甲氧基⾊胺(5-MT)购⾃Sigma-Aldrich（宾⼣法尼亚州阿伦敦）。膳⻝补充剂购⾃

在线商店。这些产品来⾃5个不同品牌，分为四种剂型（⽚剂、胶囊、软胶囊和液体），褪⿊素含量在1 mg⾄10 

mg/份的范围内（样品信息⻅表1）。

表1.样品信息 

标准品和流动相制备

标准品溶液：含有0.1 mg/mL USP褪⿊素RS的甲醇溶液。

缓冲液：0.5 g/L磷酸⼆氢钾⽔溶液。⽤磷酸将pH调节⾄3.5，然后过滤。

样品前处理
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⽚剂在使⽤前先研磨成细粉。胶囊（细粉）和软胶囊（半固体）中的内容物可直接使⽤。清洁胶囊和软胶囊的外

壳并称重，从⽽计算出内容物的实际分量（从胶囊或软胶囊的⽑重中扣除外壳的质量）。使⽤10粒胶囊的平均分

量进⾏分析。称取适量的样品（记录精确⾄0.0001 g），使褪⿊素的最终溶液在0.04~0.1 mg/L的范围内，加⼊25 

mL容量瓶中。在加标实验中，将等份褪⿊素标准溶液（称重精确⾄0.0001 g）加⼊容量瓶中。向容量瓶中加⼊15 

mL甲醇（LC级，Fisher Scientific），然后涡旋混合⾄少1 min。然后再加⼊甲醇⾄25 mL。将样品在室温下放置

30 min，然后混合，取等份试样（约1.5 mL），在2000 rcf下离⼼5 min。取⼀份（约1 mL）澄清的上清液转移

⾄LC样品瓶中进⾏LC分析。按照USP褪⿊素各论⽅法的建议，使⽤单点校准对样品进⾏定量分析。

液相⾊谱条件

系统： 配备2998 PDA检测器的Arc HPLC系统

样品定量环： 50 µL（标准）

⾊谱柱： XBridge BEH C18⾊谱柱, 130 Å, 2.5 µm, 4.6 mm 

× 75 mm(P/N: 186006038)

⾊谱柱预加热器： ⽆（旁路）

温度： 30 °C

样品管理器清除溶剂： ⼄腈与缓冲液的混合溶液(22:78 v/v)

样品管理器清洗溶剂： ⼄腈/⽔(22:78 v/v)

密封清洗溶剂： 甲醇/⽔(1:1 v/v)

进样体积： 2.0 µL

流动相（等度）： ⼄腈与缓冲液的混合溶液(22:78 v/v)

运⾏时间： 5.0 min
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UV检测波⻓： 通过参⽐(310~410 nm)补偿UV吸光度（波⻓222 

nm，分辨率4.8 nm）

软件： Empower 3 CDS

结果与讨论

分析性能

我们在之前的纪要“通过对USP褪⿊素各论中的含量测定和杂质分析⽅法进⾏现代化以提⾼通量并减少溶剂浪费

”中已经指出，在优化条件下进⾏HPLC分析可以满⾜USP系统适⽤性要求，包括褪⿊素及其相关化合物A (5-MT)

在含量测定（在等度洗脱条件下）和杂质（在梯度洗脱条件下）分析中的相对保留时间、分离度和重复性4。 在本

应⽤纪要中，我们重点介绍了测定膳⻝补充剂中褪⿊素的含量测定程序的分析特征。具体考察了分析特异性、线

性、灵敏度、准确度和精密度（重复性）。

分析特异性（或峰鉴定结果）通过保留时间和UV/Vis谱图确认。在相同的LC条件下，在Empower CDS中根据标

准品创建UV/Vis谱库，并⽤于确认样品分析中的峰ID（使⽤PDA谱库匹配）。此外，通过峰纯度（峰两侧的拐点

处）检查是否存在潜在⼲扰（共洗脱）的迹象。本研究分析的样品中褪⿊素含量测定未发现⼲扰。

图1为UV响应（峰⾯积）与褪⿊素浓度的关系图。数据集包括0.001~0.1 mg/mL范围内五个浓度⽔平的重复进样

结果。通过最⼩⼆乘回归（未加权）得到过零点拟合线，决定系数(R2)⼤于0.999。所有数据点相对于校准曲线的

相对误差均在±5%以内（数据未显⽰）。这种优异的线性验证了单点校准⽅法，即USP褪⿊素各论推荐的含量测

定⽅法。
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图1.在0.001⾄0.1 mg/mL的范围内的5个浓度⽔平下重复进样得到的褪⿊素校准曲线（UV峰⾯积与浓

度）。（斜率：1.227x107；R2：0.999995）。

按照US FDA Q2(R1) Validation of Analytical Procedure（分析程序验证），使⽤低浓度褪⿊素溶液(0.25 µ

g/mL)估算定量限(LOQ)5。 使⽤褪⿊素峰标准偏差乘以10除以校准曲线斜率的⽅法得到LOQ为0.5 µg/mL。在调

整进样体积后，该LOQ与其他基于LC-UV的研究报告的LOQ值⼤致相同6-8。

我们使⽤膳⻝补充剂样品通过加标实验评估该分析⽅法的准确度。取三种含有不同浓度（1~10 mg/份）褪⿊素的

液体、软胶囊和⽚剂补充剂，按照与其天然褪⿊素⽔平不同的浓度进⾏加标（⻅表2）。通过⽐较实测加标量与理

论加标量计算回收率结果。平均回收率为98.2%~106.6%，重复性（相对标准偏差，RSD）⼩于5.8% (n=3)。褪

⿊素QC溶液（0.1 mg/mL褪⿊素）的结果也表现出优异的准确度和重复性（平均准确度为100.5%，RSD为

0.8%，n = 3）。
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表2.准确度和重复性结果汇总。

样品分析

图2显⽰了六种补充剂的HPLC-UV⾊谱图。表3详细列出了这六种补充剂的样品分析结果。褪⿊素含量测定结果⽐

标⽰量⾼3%~42%。重复性(RSD)值⼩于4.0%。在膳⻝补充剂⽣产过程中，许多成分的添加量都⾼于标⽰量。与

膳⻝补充剂中的其他成分相⽐，褪⿊素含量超标的情况并不少⻅9。 根据之前的研究报告，膳⻝补充剂中褪⿊素的

含量⾮常⾼（是标⽰量的四到五倍）。在本研究中，我们未发现任何褪⿊素含量如此之⾼的产品7,8。

图2. 在含量测定条件下（请参阅“实验”部分）获得的6种膳⻝补充剂的HPLC-UV⾊谱

图。
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表3. 样品分析结果以及与标⽰量的对⽐。

这些样品中还含有各种其他成分，例如天然⾹料和天然⾊素（⻅表1）。这些成分会⼲扰USP褪⿊素杂质检测，因

此未对这些样品进⾏杂质检测。

结论

为解决近期公众对膳⻝补充剂中褪⿊素含量的担忧，我们使⽤Arc HPLC系统和XBridge BEH C18⾊谱柱(130 Å, 

2.5 µm, 4.6 mm x 75 mm)对USP褪⿊素分析⽅法进⾏了现代化。优化后的USP褪⿊素含量测定⽅法在特异性、线

性、灵敏度、准确度和精密度⽅⾯表现出优异的分析性能。我们成功分析了六种含有褪⿊素的补充剂产品，每份

含1 mg⾄10 mg，分别为液体、⽚剂、软胶囊和胶囊剂型。结果表明，这些产品中褪⿊素过量的⽐例在

3%~42%之间。这种现代化的USP褪⿊素含量测定⽅法适⽤于对补充剂中的褪⿊素进⾏快速、经济的分析。
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