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摘要　目的：采用纳克级水凝粒子激光计数检测器（ｎａｎｏｑｕａｎｔｉｔｙａｎａｌｙｔｅｄｅｔｅｃｔｏｒ，ＮＱＡＤ）测定黄氏响声丸中
贝母素甲和贝母素乙的含量，并对ＮＱＡＤ和蒸发光散射检测器（ｅｖａｐｏｒａｔｉｖｅｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｄｅｔｅｃｔｏｒ，ＥＬＳＤ）的
性能进行比较。方法：以ＣＡＰＣＥＬＬＰＡＫＭＧⅢ Ｃ１８色谱柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）为固定相，流动相为乙
腈水二乙胺 （６５∶３５∶００３），流速为 １０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为 ２５℃。结果：ＮＱＡＤ测得贝母素甲在
２４５０～１４７０μｇ·ｍＬ－１范围内其进样量与峰面积有良好的线性关系，相关系数为 ０９９９３，检出限为
１４７０ｎｇ，加样回收率为９９５０％ （ｎ＝９）；贝母素乙在３６５７～１１７０μｇ·ｍＬ－１范围内其进样量与峰面积有
良好的线性关系，相关系数为０９９９１，检出限为２１９４ｎｇ，加样回收率为１００５％ （ｎ＝９）。ＥＬＳＤ检测贝母
素甲和贝母素乙的检出限分别为 ２４５０及 ３６５７ｎｇ；经双对数拟合线性范围分别为 ４９００～４９００、
７３１４～５８５１μｇ·ｍＬ－１。结论：与ＥＬＳＤ相比，ＮＱＡＤ测定贝母素甲及贝母素乙具有较高的准确度、精密度和
灵敏度，动态线性范围更宽，可以直接通过线性回归进行含量计算，无需繁琐的双对数计算过程，数据处理更加

高效，从而提升了分析方法的整体处理能力，能够更好满足黄氏响声丸中贝母素甲和贝母素乙的检测分析。
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　　黄氏响声丸为复方制剂，由薄荷、浙贝母、连翘、
蝉蜕、胖大海、酒大黄、川芎、方儿茶、桔梗、诃子肉、

甘草、薄荷脑１２味药材制成，具有疏风清热、化痰散
结、利咽开音功效［１］，用于风热外束、痰热内盛所致

的急、慢性喉?、急慢性喉炎等症者［２３］。处方中浙

贝母为君药，可解毒散结消痈，贝母素甲和贝母素乙

（图１）是浙贝母中特有的药效成分［４５］。

图１　贝母素甲（Ａ）和贝母素乙（Ｂ）结构式图
Ｆｉｇ１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｉａｇｒａｍｏｆｐｅｉｍｉｎｅ（Ａ）ａｎｄｐｅｉｍｉｎｉｎ（Ｂ）

贝母素甲及贝母素乙的结构中缺乏生色团，无

法利用常规的 ＨＰＬＣＵＶ法测定以上二者含量。
ＥＬＳＤ检测器不依赖于被检测物的光学特征，挥发
性低于流动相的物质均可被检测，广泛应用于无紫

外或弱紫外吸收的化合物检测［６９］。《中国药典》

２０２０年版一部收载了测定黄氏响声丸中贝母素甲

和贝母素乙含量的高效液相色谱蒸发光散射检测
器（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｅｖａｐｏｒａ
ｔｉｖｅｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｄｅｔｅｃｔｏｒ，ＨＰＬＣＥＬＳＤ）法［１０］，相

关文献［１１１３］亦主要采用 ＥＬＳＤ检测贝母素甲和
贝母素乙的含量。

纳克级水凝粒子激光计数检测器（ｎａｎｏｑｕａｎｔｉｔｙ
ａｎａｌｙｔｅｄｅｔｅｃｔｏｒ，ＮＱＡＤ）同样是一种质量响应型检测
器。流动相成分在蒸发器气流中雾化，在水蒸气饱

和环境下，雾化的颗粒吸收水蒸气形成水分凝结体；

增大到微米级别的各水分凝结体通过检测区时，在

激光照射下发出脉冲式散射光，通过对脉冲计数信

号进行转换后便可获得检测图谱［１４１５］。ＮＱＡＤ检测
信号只与水分凝结体数量相关，与待测物化学性质

无关。水蒸气使得待测物颗粒粒径增加，提高了检

测灵敏度和动态检测范围，也使得检测器的重现性

和稳定性大幅提高。作为新型检测器，ＮＱＡＤ是无
紫外吸收或弱紫外吸收化合物定量分析的有力

工具［１６１８］。

本文以黄氏响声丸中贝母素甲和贝母素乙两

种化合物为研究对象，通过考察 ＮＱＡＤ和 ＥＬＳＤ两
种检测器的仪器精密度、线性范围、灵敏度等相关

参数，对比两种检测器的性能情况，为期为实际检

测工作提供方法选择思路及解决方案。本研究可

为无紫外吸收化合物的检测方法改进与提升奠定
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１　仪器与试药
ＴｈｅｒｍｏＶａｎｑｕｉｓｈＣｏｒｅ高效液相色谱仪（美国

赛默飞世尔科技公司）；Ａｌｌｔｅｃｈ２０００ＥＳＥＬＳＤ检测
器（美国奥泰科技有限公司）；５６００ＮＱＡＤ检测器
（日本三耀精细化工品销售有限公司）；ＭｉｌｌｉＱ
ＩＱ７０００纯水仪（德国默克密理博公司）；ＸＰ６百万
分之一天平（梅特勒托利多科技中国有限公司）；

ＴＬＣＸ６００超声波样品处理机（济宁天之蓝生物科
技有限公司）。

贝母素甲对照品（批号为１１０７５０２０１９１３，含量
为 ９８４％）；贝母素乙对照品（批号为 １１０７５１
２０２２１３，含量为９７７％）均购自中国食品药品检定
研究院；乙腈为色谱纯（北京百灵威科技有限公司，

批号ＬＱ６０Ｙ０２）；二乙胺为色谱纯（北京百灵威科技
有限公司，批号 ＬＥ５０Ｖ９８）；实验用水为超纯水；其
余试剂均为分析纯。黄氏响声丸样品（无锡济民可

信山禾药业股份有限公司，批号：２３０５２８、２３０６０４、
２３１０１３）。

２　方法
２１　色谱条件

色谱柱：ＣＡＰＣＥＬＬＰＡＫＭＧＩＩＩＣ１８柱（４６ｍｍ×
２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈水二乙胺 ＝６５∶３５∶
００３；柱温：２５℃；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１。

纳克级水凝粒子激光计数检测器参数：蒸发温

度：９０℃；喷雾温度：２５℃；倍率：１；出口流速：
１５ｍＬ·ｍｉｎ－１；平滑度：５ｓｅｃ；线性补正：开。

蒸发光散射检测器参数：蒸发温度：９５℃；气体
流速：２４Ｌ·ｍｉｎ－１；撞击器：关；放大系数：１。
２２　溶液配制

空白溶液：以８０％甲醇作为空白溶液。
供试品溶液：取本品适量，除去包衣，精密称定，

研细。取细粉约４ｇ，精密称定，滴加浓氨试液乙醇
（１∶１）混合溶液 ６ｍＬ使湿润，密塞，放置 ３０ｍｉｎ。
加乙醚三氯甲烷乙醇（５０∶１６∶５）混合溶液５０ｍＬ，
超声处理（功率 ２５０Ｗ，频率 ５０ＫＨｚ，水浴温度为
３０℃以下）１ｈ，滤过，滤渣用乙醚三氯甲烷乙醇
（５０∶１６∶５）混合溶液适量洗涤，合并滤液及洗液，置
温水浴上挥干。残渣用 ８０％甲醇溶解并转移至
５ｍＬ量瓶中，加８０％甲醇稀释至刻度，摇匀，即得。

贝母素甲对照品储备溶液：精密称取贝母素甲

对照品５ｍｇ置５ｍＬ量瓶中，加８０％甲醇溶解并稀

释至刻度，制成每１ｍＬ中含贝母素甲约为１ｍｇ的
溶液。

贝母素乙对照品储备溶液：精密称取贝母素乙

对照品５ｍｇ置５ｍＬ量瓶中，加８０％甲醇溶解并稀
释至刻度，制成每１ｍＬ中含贝母素乙约为１ｍｇ的
溶液。

对照品溶液１：精密量取贝母素甲对照品储备
溶液、贝母素乙对照品储备溶液适量置５ｍＬ量瓶
中，加８０％甲醇稀释至刻度，摇匀，制成每１ｍＬ中
含贝母素甲约为０２５ｍｇ、贝母素乙约为０１５ｍｇ的
对照溶液。

对照品溶液２：精密量取贝母素甲对照品储备
溶液、贝母素乙对照品储备溶液适量置５ｍＬ量瓶
中，加８０％甲醇稀释至刻度，摇匀，制成每１ｍＬ中
含贝母素甲约为０５０ｍｇ、贝母素乙约为０３０ｍｇ的
对照溶液。

３　方法考察与研究
３１　检测器参数对ＮＱＡＤ及ＥＬＳＤ响应值的影响

考察蒸发温度和喷雾温度对 ＮＱＡＤ响应值的
影响，选取适宜检测器参数进行后续实验。温度

过低时流动相蒸发不完全，待测物响应低；温度过

高时，虽能降低噪音，但过高的温度会使样品汽

化，导致信噪比减小［１９］。在本研究中，贝母素甲和

贝母素乙信噪比随 ＮＱＡＤ温度变化呈现先升高后
下降的趋势。在蒸发温度为 ９０℃、喷雾温度为
２５℃时待测物在 ＮＱＡＤ上达到最大响应（图２Ａ、
图２Ｂ）。因此，选择以上条件作为 ＮＱＡＤ最佳检
测条件。

蒸发温度对ＥＬＳＤ响应值也具有显著影响。贝
母素甲和贝母素乙信噪比随ＥＬＳＤ温度变化呈现先
升高后下降的趋势，在蒸发温度为９５℃时，两者在
ＥＬＳＤ上达到最大响应（图２Ｃ）。因此，选择９５℃
作为ＥＬＳＤ最佳蒸发温度。气体流速的变化也是影
响待测组分在ＥＬＳＤ中响应的因素之一。气体流速
过小时流动相可能蒸发不完全，导致基线噪音增大；

而在气体流速过大时可能导致待测物质还未被检测

便被载气流带出检测器。为优化气体流速以提高待

测组分响应，本研究对比不同载气流速下待测组分

在检测器中信噪比的变化。结果显示，随气体流速

升高，贝母素甲及贝母素乙的信噪比均呈现先上升

后下降的趋势，在气体流速为２４Ｌ·ｍｉｎ－１时达到
最大值（图２Ｄ）。因此，选择２４Ｌ·ｍｉｎ－１为ＥＬＳＤ
最佳气体流速。
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图２　ＮＱＡＤ蒸发温度变化（Ａ）、ＮＱＡＤ喷雾温度变化（Ｂ）、ＥＬＳＤ蒸发温度变化（Ｃ）、ＥＬＳＤ气体流速变化（Ｄ）对贝母素甲和贝
母素乙响应的影响（黑色贝母素甲，红色贝母素乙）
Ｆｉｇ２　 ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＮＱＡＤｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（Ａ），ＮＱＡＤｎｅｂｕｌｉｚａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（Ｂ），ＥＬＳＤｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（Ｃ）
ａｎｄＥＬＳＤｇａｓｆｌｏｗ（Ｄ）ｏｎｔｈｅｐｅｉｍｉｎｅａｎｄｐｅｉｍｉｎｉｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ（ｂｌａｃｋｃｕｒｖｅ：ｐｅｉｍｉｎｅ，ｒｅｄｃｕｒｖｅ：ｐｅｉｍｉｎｉｎｅ）

３２　ＨＰＬＣＮＱＡＤ方法学验证
３２１　专属性和系统适用性实验　分别取空白
溶液１０μＬ、“对照品溶液１”１０μＬ、“对照品溶液
２”１０μＬ、供试品溶液 ２０μＬ注入高效液相色谱
仪，按“２１”项下色谱条件进行分离测定，记录色
谱图。实验结果显示，空白溶液及供试品中各杂

质峰均不干扰贝母素甲和贝母素乙测定。试验结

果见图３。
３２２　精密度实验　精密量取“对照品溶液 １”
１０μＬ，在“２１”项下色谱条件下连续进样６次。结
果显示，贝母素甲峰面积的相对标准偏差为

１９３％，贝母素乙峰面积的相对标准偏差为
１５０％。以上结果表明ＮＱＡＤ具有良好精密度。
３２３　线性关系考察　分别精密称取贝母素甲、
贝母素乙对照品１０ｍｇ置５ｍＬ容量瓶中，加８０％
甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀。精密量取上述溶液

适量，配制成贝母素甲浓度约为 ２４５０、２４５０、
１２２５、２４５０、４９００、９８０１、１２２５、１４７０μｇ·ｍＬ－１

及贝母素乙浓度约为 ３６５７、１４６２、７３１４、１４６３、
２９２６、４３８９、８７７８、１１７０μｇ·ｍＬ－１的对照品溶液。
分别吸取上述溶液各１０μＬ，注入液相色谱仪，按
“２１”项下色谱条件进样分析，测定峰面积，以峰面

积 （Ａ）对进样浓度（μｇ·ｍＬ－１）（Ｃ）进行线性回
归，回归方程见下：

Ａ＝００１９７Ｃ＋０１７４７　ｒ＝０９９９３
Ａ＝００１８９Ｃ－０１７２１　ｒ＝０９９９１
结果表明：在２４５０～１４７０μｇ·ｍＬ－１范围内，

贝母素甲进样浓度与峰面积有良好的线性关系；在

进样量为３６５７～１１７０μｇ·ｍＬ－１范围内，贝母素
乙进样浓度与峰面积有良好的线性关系。

３２４　稳定性实验　取同一批对照品溶液１和供
试品溶液，在“２１”项下色谱条件下，分别于０、２、４、
６、８、１２、１８、２４ｈ进样。对照品溶液中贝母素甲峰面
积的相对标准偏差为１６４％，贝母素乙峰面积的相
对标准偏差为１９２％；供试品溶液中贝母素甲峰面
积的相对标准偏差为１８５％，贝母素乙峰面积的相
对标准偏差为２０７％。表明对照品溶液和供试品
溶液中贝母素甲和贝母素乙在常温下２４ｈ内稳定。
３２５　重复性实验　按“２２”项下供试品溶液和
对照溶液的配制方法，平行配制６份。按“２１”项
下色谱条件测定，结果显示贝母素甲含量为

０１５０９ｍｇ·ｇ－１，相对标准偏差为１７６％；贝母素
乙含量为 ０１４５２ｍｇ·ｇ－１，相对标准偏差为
１６６％。以上结果表明方法具有优良的重复性。
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图３　ＮＱＡＤ检测器专属性色谱图
Ａ－空白溶液；Ｂ－对照品溶液１；Ｃ－对照品溶液２；Ｄ－供试品溶液；１－贝母素甲；２－贝母素乙。

Ｆｉｇ３　 ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｕｓｉｎｇＮＱＡＤ
Ａ－ｂｌａｎｋｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｂ－ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ１；Ｃ－ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ２；Ｄ－ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ；１－ｉｎｄｉｃａｔｅｓｐｅｉｍｉｎｅ；２－ｉｎｄｉｃａｔｅｓｐｅｉｍｉｎｉｎｅ．

３２６　准确度实验　精密称取贝母素甲和贝母素
乙对照品适量，加８０％甲醇溶解并分别制成浓度为
１ｍｇ·ｍＬ－１的溶液。精密称取已知含量的同一批
样品适量，每个浓度水平分别加入不等对照品溶液

适量，制成供试溶液为８０％、１００％、１２０％的溶液，
每个浓度溶液重复测定３次，计算加标回收率。贝
母素甲高、中、低浓度的回收率 （ｎ＝３）分别为
１００１％、９９８７％、９８５７％，相对标准偏差分别为
１４９％、０９８％、１９２％，平均回收率（ｎ＝９）为
９９５０％。贝母素乙高、中、低浓度的回收率 （ｎ＝３）
分别为 １００１％、９９５５％、１０１３％，相对标准偏差
分别为２０２％、０３４％、１１６％，平均回收率（ｎ＝９）
为 １００５％。以上结果表明方法具有良好的准
确性。

４　讨论
采用《中国药典》２０２０版收载的ＨＰＬＣＥＬＳＤ方

法对相应样品进行检测，与本文中的 ＨＰＬＣＮＱＡＤ
方法结果进行比较。同时用一次线性回归和双对数

拟合回归两种方法考察ＮＱＡＤ及ＥＬＳＤ样品浓度与
峰面积的关系，计算相关系数，并将两方法的拟合结

果进行对比。比较结果见表１。
根据两种方法的分析结果可知，ＮＱＡＤ较ＥＬＳＤ

具有更宽的线性范围。ＮＱＡＤ可直接通过线性回归
进行含量计算，不需繁琐的对数回归，而 ＥＬＳＤ只有
在利用双对数进行线性回归时才能满足线性相关系

数ｒ大于０９９９的要求。因此，与 ＥＬＳＤ相比，利用
ＮＱＡＤ检测贝母素甲及贝母素乙能够简化数据处理
过程，提高分析方法通量。此外，贝母素甲和贝母素

乙在ＮＱＡＤ上的灵敏度约为 ＥＬＳＤ的２倍，且两种
方法含量测定结果相对标准偏差小于２％，进一步
表明ＮＱＡＤ测定结果的准确。

５　结论
ＮＱＡＤ的响应与待测物的质量直接相关，而与

其化学性质无关，这表明 ＮＱＡＤ几乎可以用于除挥
发性物质之外的所有成分的检测，尤其是难以通过

ＵＶ检测器检测的物质。在实际应用中，ＮＱＡＤ已经
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　　　　表１　两种方法比较
Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓ

Ｄｅｔｅｃｔｏｒ
ｔｙｐｅ

Ｉｎｇｒｅｄ
ｉｅｎｔｓ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｒａｎｇｅ／

（μｇ·ｍＬ－１）

Ｌｉｍｉｔｏｆ
ｄｅｔｅｃ
ｔｉｏｎ／
ｎｇ

Ｌｉｍｉｔｏｆ
ｑｕａｎｔｉｔａ
ｔｉｏｎ／
ｎｇ

Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎｓ ｒ Ｃｏｎｔｅｎｔｒｅｓｕｌｔ／（ｍｇ·ｇ－１）

Ｌｉｎｅａｒ　
ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　

Ｄｏｕｂｌｅ
ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ
ｌｉｎｅａｒ
ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

Ｌｉｎｅａｒ
ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

Ｄｏｕｂｌｅ
ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ
ｌｉｎｅａｒ
ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

Ｂａｔｃｈ
Ｎｏ．２３０５２８

Ｂａｔｃｈ
Ｎｏ．２３０６０４

Ｂａｔｃｈ
Ｎｏ．２３１０１３

ＮＱＡＤｐｅｉｍｉｎｅ ２４５０－１４７０ １４７０ ２４５０ Ａ＝００１９７Ｃ
＋０１７４７

ｌｎＡ＝１０１２６
ｌｎＣ－１７２３６

０９９９３ ０９９９９ ０１５５６
（ＲＳＤ＝１０３％）

０１５２７
（ＲＳＤ＝１２７％）

０１５４６
（ＲＳＤ＝１２３％）

ｐｅｉｍｉｎｉｎｅ３６５７－１１７０ ２１９４ ３６５７ Ａ＝００１８９Ｃ
－０１７２１

ｌｎＡ＝０９８３１
ｌｎＣ－１７１２２

０９９９１ ０９９７０ ０１４６９
（ＲＳＤ＝２００％）

０１４６２
（ＲＳＤ＝１４７％）

０１４３１
（ＲＳＤ＝１６８％）

ＥＬＳＤ ｐｅｉｍｉｎｅ ４９００－４９００ ２４５０ ４９００ Ａ＝０５４１６Ｃ
－２１８９６

ｌｎＡ＝１３５７８
ｌｎＣ－１２６７

０９９１０ ０９９９１ ０１５１２
（ＲＳＤ＝１０５％）

０１５４４
（ＲＳＤ＝１６４％）

０１５６１
（ＲＳＤ＝１１９％）

ｐｅｉｍｉｎｉｎｅ７３１４－５８５１ ３６５７ ７３１４ Ａ＝０２８１９Ｃ
－８００３５

ｌｎＡ＝１３１４５
ｌｎＣ－１４０５８

０９９５３ ０９９９０ ０１４５６
（ＲＳＤ＝０９８％）

０１４６３
（ＲＳＤ＝１４８％）

０１４７２
（ＲＳＤ＝１２７％）

被证明适用于多种复杂体系的成分检测，如氨基酸、

糖类、脂类及糖蛋白等的分析。在本文对黄氏响声

丸的研究中，通过优化蒸发温度和喷雾温度，研究建

立了ＨＰＬＣＮＱＡＤ方法来检测其中的贝母素甲和贝
母素乙含量。方法学验证结果表明，ＨＰＬＣＮＱＡＤ
不仅满足了药典方法的要求，而且测定结果与

ＨＰＬＣＥＬＳＤ一致，表明了方法的准确性。
ＮＱＡＤ是一种先进的检测技术，它与 ＥＬＳＤ检

测器在原理上具有相似之处，都是基于气溶胶的检

测方法，均适用于弱紫外吸收化合物的检测［２０］，但

ＮＱＡＤ在多个方面展现出了较 ＥＬＳＤ更为独特的优
势和更广泛的应用潜力。从本文针对贝母素甲及贝

母素乙的测定结果中可以看出，ＮＱＡＤ较 ＥＬＳＤ的
检测灵敏度更高，动态线性范围更宽。在利用

ＮＱＡＤ进行样品检测时可以直接通过线性回归进行
含量计算而无需繁琐的双对数计算过程，可大大简

化计算过程，提高分析方法的通量。

综上所述，ＮＱＡＤ在药物分析领域展现出广泛
的应用价值，特别是在分析弱紫外吸收或难以离子

化的复杂化合物时，ＮＱＡＤ提供了一种高灵敏度、高
精密度的检测手段。随着技术的进一步发展和优

化，ＮＱＡＤ有望在液相色谱分析领域发挥更大的
作用。
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