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高效液相色谱法测定抗菌消炎片中绿原酸、黄芩苷、黄芩素和大黄酚的含量

费　扬，赵　亮，张　海，金柔男，吕　磊，张国庆

第二军医大学东方肝胆外科医院药材科，上海２００４３８

［摘要］　目的：采用高效液相色谱法测定抗菌消炎片中绿原酸、黄芩苷、黄芩素和大黄酚的含量。方法：抗菌消炎片去包衣

粉末用５０％甲醇超声提取３０ｍｉｎ；色谱柱为ＡｇｉｌｅｎＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：Ａ相为０．１％磷酸水

溶液，Ｂ相为甲醇，Ｃ相为乙腈，梯度洗脱；流速：０．８ｍｌ／ｍｉｎ；温度：３０℃；进样量：１０μｌ；检测波长：２５４ｎｍ。结果：绿原酸、黄芩

苷、黄芩素和大黄酚４种成分在４５ｍｉｎ内基线分离。峰面积（Ｙ）对浓度（Ｘ）的标准曲线分别为：绿原酸Ｙ＝１２．８９Ｘ－１２．６６，

ｒ＝０．９９９９；黄芩苷Ｙ＝１３．９６Ｘ－１．０１３，ｒ＝１．０；黄芩素Ｙ＝３５．８２Ｘ－４．９２３，ｒ＝０．９９９９；大黄酚Ｙ＝４４．１６Ｘ－３．２８０，ｒ＝

０．９９９９。方法学考察表明，日内及日间精密度、最低检测限均符合相关标准，加样回收率分别为（ｎ＝３）：绿原酸１０１．５％

（ＲＳＤ＝１．６％）；黄芩苷１０３．４％（ＲＳＤ＝１．４％）；黄芩素９９．３％（ＲＳＤ＝２．０％）；大黄酚９８．１％（ＲＳＤ＝１．７％）。结论：采用高

效液相色谱法同时测定抗菌消炎片中绿原酸、黄芩苷、黄芩素和大黄酚的含量，样品处理简便，测定结果准确，可用于该制剂的

质量控制。
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　　抗菌消炎片为卫生部药品标准［１］收载品种，由

金银花、百部、黄芩、大黄、大青叶、知母、金钱草等７
味中药组成，具有清热、泻火、解毒的功效，用于风热

感冒、咽喉肿痛、实火牙痛［２］。方中金银花清热解

毒，凉散风热，其有效成分为绿原酸［２］；黄芩清热燥

湿、泻火解毒、止血，其有效成分为黄芩苷、黄芩

素［３］；大黄泻下攻积、清热泻火、凉血解毒、活血祛

瘀，其有效成分为大黄酚、大黄素、大黄酸等。在《中

国药典》（２００５年版）［４］中并未收入有关抗菌消炎片

含量测定的方法和标准。金银花作为抗菌消炎片组
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方的君药，对其有效成分绿原酸的含量进行控制具
有重要意义。本实验从中药方剂组方原则出发，改
进文献［５６］方法，采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定
抗菌消炎片中绿原酸、黄芩苷、黄芩素和大黄酚的含
量，不仅同时对抗菌消炎片中的主要药效成分、相关
药效成分进行了含量测定，而且还对辅助药效成分
也进行了测定，可以较全面地对抗菌消炎片的质量
进行控制。

１　仪器和试药

１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ高效液相色谱仪：在线脱气机，
四元泵，自动进样器，二极管阵列检测器，ＣｈｅｍＳｔａ
ｔｉｏｎ色谱工作站，色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８
柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），ＭＥＴＴＬＥＲＡＥ２４０
电子天平；ＫＵＤＯＳＳＫ２２００Ｈ型超声仪。

１．２　试药　对照品绿原酸（１１０７５３２００４１３）、黄芩
苷（０７１５９９０９）、黄 芩 素 （０７５６９９０８）和 大 黄 酚
（１１０７９６２００５１３）购自中国药品生物制品检定所。
抗菌消炎片购自上海雷允上药店（济南宏济堂制药
有限责任公司，规格：１２片×２板×２袋／盒，批号：

０７０４００１）。甲醇（Ｆｉｓｈｅｒ公司）、乙腈（Ｆｉｓｈｅｒ公司）、
磷酸（上海试剂四厂昆山分厂）为分析纯，水为娃哈
哈纯净水。

２　方法和结果

２．１　对照品溶液的制备　精密称取对照品绿原酸、
黄芩苷、黄芩素和大黄酚适量，分别置于２个１０ｍｌ
的量瓶中，绿原酸用５０％甲醇溶解并稀释至刻度，黄
芩苷、黄芩素和大黄酚用甲醇溶解并稀释至刻度，摇
匀。精密吸取上述对照品溶液，稀释成浓度分别为

４１６、２０８．２、１０４．１、４１．６４、２０．８２、１０．４１μｇ／ｍｌ的绿
原酸对照品溶液，浓度为８６７．２、３４６．８８、１７３．４４、

８６．７２、３４．６９、１７．３４μｇ／ｍｌ的黄芩苷对照品溶液，浓
度为５１．１９、２０．４８、１０．２４、５．１２、２．０５、１．０２μｇ／ｍｌ
的黄芩素对照品溶液，浓度为１６、８、４、１．６、０．８、０．４

μｇ／ｍｌ的大黄酚对照品液，置于４℃冰箱保存备用。

２．２　供试品溶液的制备　取抗菌消炎片５片，去除
包衣用研钵碾成细粉，精密称取上述粉末０．２５ｇ，置

５０ｍｌ具塞锥形瓶中，加２０ｍｌ５０％甲醇超声处理
（９０Ｗ，５９ｋＨｚ）３０ｍｉｎ。溶液过０．２２μｍ滤膜，取
续滤液，即得供试品溶液，置于４℃冰箱保存备用。

２．３　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８
柱 （４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：Ａ相为０．１％
磷酸水溶液，Ｂ相为甲醇，Ｃ相为乙腈，梯度洗脱（０～
１０ ｍｉｎ：８０％ →７５％ Ａ，１５％ →２０％Ｂ，５％ Ｃ；

１０～１５ｍｉｎ：７５％→５０％Ａ，２０％→５０％Ｂ，５％→０％
Ｃ；１５～２０ｍｉｎ：５０％Ａ，５０％Ｂ；２０～２５ｍｉｎ：５０％Ａ，

５０％→３０％Ｂ，０％→２０％Ｃ；２５～３０ｍｉｎ：５０％→４５％
Ａ，３０％→２０％Ｂ，２０％→３５％Ｃ；３０～４０ｍｉｎ：４５％→
５％Ａ，２０％→５％Ｂ，３５％→９０％Ｃ）；流速：０．８ｍｌ／

ｍｉｎ；检测波长：２５４ｎｍ；柱温：３０℃；进样量：１０μｌ。

２．４　系统适应性　绿原酸、黄芩苷、黄芩素和大黄
酚在４５ｍｉｎ内基线分离且空白无干扰。空白、对照
品以及样品的色谱图见图１。

图１　抗菌消炎片空白对照（Ａ）、

对照品（Ｂ）及样品（Ｃ）色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ（Ａ），

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ（Ｂ）ａｎｄＫａｎｇｊｕｎｘｉａｏｙａｎｔａｂｌｅｔ（Ｃ）

１：Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ；２：Ｂａｉｃａｌｉｎ；３：Ｅｍｏｄｉｎ；４：Ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ

２．５　线性关系考察　分别将“２．１”项下逐级稀释的
系列对照品溶液依次进样，以对照品溶液的浓度（Ｘ，

μｇ／ｍｌ）对峰面积（Ｙ）进行线性回归。绿原酸、黄芩
苷、黄芩素和大黄酚的回归方程分别为：Ｙ＝１２．８９Ｘ－
１２．６６，ｒ＝０．９９９９；Ｙ＝１３．９６Ｘ－１．０１３，ｒ＝１．０００；Ｙ＝
３５．８２Ｘ－４．９２３，ｒ＝０．９９９９；Ｙ＝４４．１６Ｘ－３．２８０，ｒ＝
０．９９９９。线性范围：绿原酸１０．４１～４１６μｇ／ｍｌ，黄芩
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苷１７．３４～８６７．２μｇ／ｍｌ，黄芩素１．０２４～５１．１９μｇ／ｍｌ，
大黄酚０．４～１６μｇ／ｍｌ。

２．６　精密度试验　以４１６、１０４．１、１０．４１μｇ／ｍｌ的
绿原酸对照品溶液；８６７．２、１７３．４４、１７．３４μｇ／ｍｌ的
黄芩苷对照品溶液；５１．１９、１０．２４、１．０２μｇ／ｍｌ的黄
芩素对照品溶液；１６、４、０．４μｇ／ｍｌ的大黄酚对照品
溶液，在１ｄ内连续进样５次，以及连续５ｄ每天分
别进样１次，根据所得峰面积分别考察日内精密度
和日间精密度。绿原酸、黄芩苷、黄芩素和大黄酚的
对照品溶液低、中、高３个浓度的日内精密度分别
为：绿原酸０．１４％、０．１１％、０．０８％，黄芩苷０．３０％、

０．１６％、０．１３％，黄芩素０．７１％、０．１３％、０．１６％，大
黄酚１．０１％、０．２４％、０．２９％；日间精密度的 ＲＳＤ
（ｎ＝５）分别为：绿原酸０．５４％、０．２６％、０．１９％，黄芩
苷０．４９％、０．２９％、０．２３％，黄芩素０．７７％、０．６３％、

０．５４％，大黄酚１．６％、０．８１％、０．４３％，结果表明方
法的精密度良好。

２．７　检测限　将绿原酸、黄芩苷、黄芩素、大黄酚对
照品溶液分别进行稀释，以信噪比为３∶１时，确定
其最低检测限分别为０．２６μｇ／ｍｌ、０．４３３５μｇ／ｍｌ、

０．１２８μｇ／ｍｌ、０．０３２μｇ／ｍｌ。

２．８　稳定性试验　取制备的供试品溶液，分别在０、

１、２、４、８、１６、２４ｈ测定绿原酸、黄芩苷、黄芩素、大黄
酚的峰面积，计算峰面积的 ＲＳＤ 分别为２．６％、

１．７％、４．１％、２．６％，表明供试品溶液在２４ｈ内放
置稳定。

２．９　重复性试验　精密称取抗菌消炎片粉末０．２５

ｇ，共６份，按“２．２”项下方法制备溶液后，在“２．３”项
下色谱条件下进行分析。测得绿原酸的平均含量
（ｎ＝６）为６．９０６ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ为０．３７％；黄芩苷的平
均含量（ｎ＝６）为１７．０８１ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ为０．３８％，黄芩
素的平均含量（ｎ＝６）为０．９４４３ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ 为

０．７２％；大黄酚的平均含量（ｎ＝６）为０．１００１ｍｇ／ｇ，

ＲＳＤ为１．８％；结果表明方法的重复性良好。

２．１０　加样回收率试验　精密称取已知含量的抗菌
消炎片粉末０．１２５ｇ共９份，按低、中、高浓度分别精
密加入绿原酸、黄芩苷、黄芩素、大黄酚对照品溶液
一定的量（样品含量的８０％、１００％、１２０％），每一浓
度平行制备３份，按“２．３”项色谱条件进行分析，结
果绿原酸、黄芩苷、黄芩素、大黄酚的回收率分别为：

１０１．５％（ＲＳＤ＝１．６％，ｎ＝３）；１０３．４％（ＲＳＤ＝
１．４％，ｎ＝３）；９９．３％（ＲＳＤ＝２．０％，ｎ＝３）；９８．１％
（ＲＳＤ＝１．７％，ｎ＝３）。结果表明，采用本方法测定
抗菌消炎片中绿原酸、黄芩苷、黄芩素、大黄酚的含
量，回收率良好。

２．１１　样品测定　同一批号抗菌消炎片按“２．２”项下
制备供试品溶液３份，按“２．３”项下色谱条件进样分
析，将所得的峰面积代入标准曲线，计算绿原酸、黄芩
苷、黄芩素、大黄酚的平均含量，分别为６．９１ｍｇ／ｇ
（ＲＳＤ＝０．３７％）、１７．０８ｍｇ／ｇ（ＲＳＤ＝０．８３％）、０．９０
ｍｇ／ｇ（ＲＳＤ＝０．７２％）和０．１０ｍｇ／ｇ（ＲＳＤ＝１．８％）。

３　讨　论

３．１　样品前处理方法的选择　对提取方法的选择，
考察了回流法和超声法，由于回流法过程烦琐，易造
成损失而且绿原酸受热不稳定不宜热提［７］，于是选
用操作简便的超声法。对于超声提取，本实验采用
了正交实验，溶剂种类考察了甲醇、５０％甲醇、水；溶
剂体积考察了１５、２０、３０ｍｌ；超声时间考察了１５、３０、

４５ｍｉｎ。结果以２０ｍｌ、５０％甲醇提取３０ｍｉｎ效果
较好。所以样品采用２０ｍｌ、５０％甲醇超声提取３０
ｍｉｎ作为前处理条件。

３．２　液相条件的选择

３．２．１　色谱柱的选择　考察了ＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）和ＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８（２５０
ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）两种柱子，不论是分离效果还
是分离时间都是后者优于前者，所以选择了后者。

３．２．２　流动相的选择［３，６，８］　本实验尝试了甲酸水
溶液甲醇、甲酸水溶液乙腈、磷酸水溶液甲醇、磷
酸水溶液乙腈等多种流动相系统，绿原酸、黄芩苷、
黄芩素、大黄酚不是峰型不理想就是分离度达不到
要求。经过试验，发现以甲醇乙腈０．１％磷酸水溶
液作为流动相体系，不仅４种成分的峰型良好且与
杂质峰的分离度均能达到要求，故最终选用甲醇乙
腈０．１％磷酸水溶液作为流动相。

３．２．３　梯度的摸索　选择合适的梯度对样品进行
有效分离起着关键的作用。本制剂为中成药，成分
较复杂，且４种成分极性差异大，采用等度洗脱难以
达到分离效果。采用梯度洗脱的方法，在前１５ｍｉｎ
保持乙腈５％的比例，甲醇从１５％→２０％，可以使绿
原酸保持良好的峰型且无杂质干扰；在２５～３５ｍｉｎ
将水相保持４５％不变的情况下增加甲醇的比例而减
少乙腈的比例，而总体的有机相与水相的比例保持
不变，由于甲醇的洗脱能力比乙腈弱，这样适当延长
洗脱时间从而使得黄芩素能和干扰杂质进行有效分

离。在３５ｍｉｎ以后调成大比例的乙腈，缩短大黄酚
的洗脱时间。

３．２．４　温度和流速的选择　温度和流速对分离效
果的影响较大，本实验考察了２５℃、３０℃、３５℃３个
温度；及０．８、１．０、１．２ｍｌ／ｍｉｎ３个流速，结果表明，
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选择０．８ｍｌ／ｍｉｎ的流速在３０℃得到的分离效果
最佳。

３．３　对照品溶液的配制　在对照品溶液的配置时
考虑到绿原酸、黄芩苷、黄芩素、大黄酚之间的极性
差异，所以前者用５０％的甲醇溶解而后三者用纯甲
醇溶解［３，７，９］。大黄酚在抗菌消炎片中的含量较低，
其在甲醇和５０％的甲醇中有差异，但在此浓度时差
异不大；通过对提取溶剂的考察结果发现在此制剂
中黄芩苷和黄芩素的浓度在甲醇和５０％的甲醇溶液
中差异不大；但绿原酸由于极性大故在纯甲醇中溶
解度减低，且峰型差、易拖尾或前延。
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茶

第二军医大学历年获国家级科技成果奖励项目一览（Ⅶ）

１９９８年５项

　　国家发明奖四等奖１项

　　臂丛神经损伤诊断与治疗的新方法　（张少成　纪荣明　禹宝庆）

　　国家科技进步奖二等奖１项

　　肾移植的基础与临床研究　（闵志廉　朱有华　齐　隽　王亚伟　王立明　郑军华　徐丹枫　任吉忠　余加仁）

　　国家科技进步奖三等奖３项

　　延迟复苏引起烧伤休克期重要脏器损伤的细胞分子生物学机理研究　（夏照帆　路　卫　陈玉林　方之扬　葛绳德）

　　心肌保护的研究　（朱家麟　陈　龙　武士英　梅　举　张宝仁）

　　平战时胃肠内营养剂氮源及其应用研究　（赵法伋　郭俊生　陈洪章　杨孝达　罗勇庆）

１９９９年５项

　　国家科技进步奖三等奖４项

　　冠状动脉的形态学和生物力学特性研究　（姜宗来　何光箎　凌凤东　胡海涛　王公瑞）

　　肿瘤的细胞因子免疫治疗与基因治疗新途径及其相关机理的实验研究　（曹雪涛　章卫平　于益芝　陶　群　鞠佃文）

　　化学战剂在“登陆作战和岛屿防御”中的杀伤特点和医学防护

　　 （朱明学　陈兆礼　赵　杰　陈尧忠　袁　浩）

　　脊髓继发性损伤神经生化机制的研究　（李　明　肖建如　叶晓健　侯铁胜　赵　立）

　　国家发明奖四等奖１项

　　特殊手外伤重建修复的新方法　（张少成　党瑞山　禹宝庆）


