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摘要：目的　提高并完善非标准制剂栀芩合剂质量标准。方法　采用薄层色谱法（ＴＬＣ）对栀芩合剂中栀子、黄柏、黄芩的定性
鉴别；采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定栀芩合剂中黄芩苷的含量。色谱柱：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），以甲醇

０．１％磷酸溶液（４５∶５５）为流动相，流速为１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长为２８０ｎｍ。结果　在ＴＬＣ定性鉴别中，供试品在与对照药
材（或对照品）相应位置上出现相对应的特征斑点，阴性对照在相对应位置无干扰，专属性强；ＨＰＬＣ法可以测定黄芩苷的含
量，黄芩苷的线性范围为０．０９６４～０．８６７６μｇ（ｒ＝１），平均加样回收率为９９．０８％（ｎ＝９，ＲＳＤ＝１．１７％）。结论　该质量标准
确保栀芩合剂快速定性、定量分析，实验方法简单、重复性良好、结果稳定、可靠，能够用于栀芩合剂的质量控制。
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　　栀芩合剂为医院院内制剂，处方由栀子、黄芩、
黄柏、大黄、天花粉、知母六味中药组成，诸药组合，

清热解毒，消痈散结，临床用于治疗中、重度寻常痤

疮。本实验对栀芩合剂进行了规范化研究，采用薄

层色谱法（ＴＬＣ）对栀子、黄柏、黄芩进行定性鉴别，
黄芩为方中君药，黄芩苷为黄芩主要有效成分之

一，具有广泛的药理活性，有文献报道其具有抗心

律失常、降压、缺血性在灌注损伤保护、镇静、护肝

利胆、抗肺炎衣原体、抗寄生虫等多种药理活

性［１３］，本实验查阅相关文献及先前试验研究结

果［４７］，采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）对栀芩合剂中
主要成分黄芩苷进行定量测定，通过对黄芩苷的含

［３］　温放，王越．凤仙花记趣［Ｊ］．中国花卉盆景，２００７（１１）：６７．

［４］　刘向阳，高黎黎，黄艳梅，等．在校女大学生指甲油使用状况及

其与指（趾）甲损伤的关联性［Ｊ］．河南预防医学杂志，２０１０，２１

（６）：４０７４０９．

［５］　张建新．指甲油涂料的制造［Ｊ］．广州化工，１９９５，２３（１）：２２

２３．

［６］　佟丽丽．指甲油中有毒有害物质的分析研究［Ｄ］．天津：天津

大学，２０１３．

［７］　陈琨，姚媛艳．气相色谱法同时测定指甲油中的苯系物和邻

苯二甲酸酯类化合物［Ｊ］．中国环境监测，２０１１，２７（２）：５９

６２．

［８］　夏俊鹏，吴飞，邵爱梅，等．气相色谱质谱法测定指甲油中１７

种挥发性有机溶剂［Ｊ］．理化检验（化学分册），２０１３，４９（１１）：

１２９７１３００．

［９］　许海燕，孙伟，张兴元，等．基于水性聚氨酯分散体的环保无毒

型水性指甲油的研制及应用［Ｊ］．涂料技术与文摘，２０１６，３７

（５）：３４３７．
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量控制考察制剂的质量，为其建立该制剂质量控制

标准提供了相关依据。

１　仪器与试药
岛津ＬＣ２０１０ＡＨＴ高效液相色谱仪（ＵＶＶＩＳ检

测器，自动进样器，岛津ＬＣｓｏｌｕｔｉｏｎ工作站）；赛多利
斯 ＰＢ１０型电子天平（ｄ＝０．０１ｍｇ／１００ｇ）；ＫＱ
３２００Ｅ数控超声波处理器（超声频率４０Ｈｚ，超声功
率１５０Ｗ，昆山市超声仪器公司）。栀子（批号：
ＺＤ１２２７ＢＡ１３，中国食品药品检定研究院）；黄柏（批
号：１２１５１０２０１１０５，中国食品药品检定研究院）；黄
芩（批号：１２０９５５２０１００７，中国食品药品检定研究
院）；盐酸小檗碱（中国食品药品检定研究院，供含

量测定用，含量以８６．７％计，批号：１１０７１３２０１２１２）
黄芩苷（中国食品药品检定研究院，供含量测定用，

含量以９５．２％计，批号：１１０７１５２０１１１２），甲醇为色
谱纯（Ｇｒａｃｅ公司）；其它所用试剂均为分析纯；栀芩
合剂（规格：２４０毫升／袋，批号：２０１５０３２５、２０１５０４０８、
２０１５０４１８）。
２　方法与结果
２．１　栀芩合剂中栀子、黄柏、黄芩的定性鉴别
２．１．１　栀子薄层色谱鉴别　量取栀芩合剂２０ｍＬ，
加入０．２ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液２０ｍＬ，震荡摇匀，加热
至约８０℃，放冷，滤过，滤液用１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠
溶液调节ｐＨ值至中性，放入水浴锅上蒸干，残渣加
入２ｍＬ乙醇溶液搅拌使之溶解，滤掉残渣，滤液即
为供试品溶液。取栀子的对照药材称取０．５ｇ，加
入乙醇溶液１０ｍＬ，经过１０ｍｉｎ超声处理，滤过后
所得滤液作为对照药材溶液。参照栀芩合剂制备

工艺，取缺栀子药材的阴性对照制剂按上述方法制

备阴性样品溶液。参照２０１５版《中国药典》第四部
通则０５０２项下 ＴＬＣ法进行试验［８］，取对照药材溶

液、供试品溶液、阴性样品溶液各５μＬ，在同一块硅
胶 Ｇ薄层层析预制板上分别点样，展开剂为环己
烷甲酸水（５∶２∶１），放入用展开剂饱和后的展开缸
中展开，取出，风干后在通风厨中喷以硫酸乙醇（１∶
１０）溶液，将薄层板放入已预热的１０５℃烤箱中加
热，使薄层板上斑点清晰显色，在此薄层色谱中，对

照药材溶液经显色出现系列斑点，供试品溶液在相

对应的位置上同时出现相同色泽的斑点，缺栀子药

材的阴性样品溶液在该薄层板上未出现相同色泽

斑点干扰，结果见图１。

　　　　　　　　　　　　１２３４５

　　注：１、２、３．供试品；４．栀子对照药材；５．阴性样品（不含栀子）。

图１　栀子ＴＬＣ图谱

２．１．２　黄柏薄层色谱鉴别　量取本品１０ｍＬ，放置
于水浴锅上蒸至近干，加入甲醇 ２０ｍＬ于蒸发皿
中，经超声处理１０ｍｉｎ，过滤残渣，滤液水浴锅上浓
缩至２ｍＬ，浓缩液即为供试品溶液。取黄柏的对照
药材称取０．５ｇ，加入甲醇溶液２０ｍＬ，经１０ｍｉｎ超
声处理，滤过残渣，将滤液置于水浴锅上浓缩至 ２
ｍＬ即为对照药材溶液。再取盐酸小檗碱对照品适
量，加入甲醇溶液制成浓度为０．２ｇ·Ｌ－１的溶液，
作为对照品溶液。参照栀芩合剂制备工艺，取缺黄

柏药材的阴性对照制剂按上述方法制备阴性样品

溶液。参照 ２０１５版《中国药典》第四部通则 ０５０２
项下 ＴＬＣ法试验［８］，分别取对照药材溶液、小檗碱

对照品溶液、供试品溶液、阴性样品溶液各５μＬ，于
同一块硅胶Ｇ薄层层析预制板上分别点样，展开剂
为环己烷乙酸乙酯异丙醇甲醇水三乙胺（３∶３．５
∶１∶１．５∶１∶１），置氨蒸气预饱和后的展开缸内展开，
取出，风干后放置于３６５ｎｍ的紫外光灯下检视。在
硅胶Ｇ薄层层析预制板中，对照药材溶液、对照品
溶液在紫外灯下显示出亮黄色荧光斑点，供试品溶

液在相对应的位置上同时也显示出相同色泽的荧

光斑点，缺黄柏药材的阴性样品溶液在该薄层板上

未见相同色泽斑点干扰，结果见图２。

　　　　　　　　　　　１２３４５６

　　注：１、２、３．供试品；４．黄柏对照药材；５．盐酸小檗碱；６．阴性样

品（不含黄柏）。

图２　黄柏ＴＬＣ图谱
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２．１．３　黄芩薄层色谱鉴别　量取本品５０ｍＬ，放置
于水浴锅上蒸至近干，加入甲醇２０ｍＬ，转移至具塞
锥形瓶中，放入超声槽中１０ｍｉｎ超声处理，残渣过
滤，滤液置于水浴锅上浓缩至５ｍＬ，作为供试样品
溶液。称取黄芩苷对照品适量，加入甲醇溶液制成

浓度为１ｇ·Ｌ－１的对照品溶液。参照栀芩合剂制
备工艺，取缺黄芩药材的阴性对照制剂按上述溶液

制备方法制备阴性样品溶液。参照２０１５版《中国
药典》第四部通则０５０２项下ＴＬＣ法试验［８］，分别取

对照品溶液５μＬ、供试品溶液１０μＬ及阴性样品溶
液１０μＬ，同一含４％醋酸钠的 ＣＭＣＮＡ溶液为黏
合剂的硅胶Ｇ薄层板上分别点样，展开剂为乙酸乙
酯丙酮甲酸水（５∶２∶１∶１），置于展开缸中预饱和
３０ｍｉｎ，将薄层板放入展开剂中展开，取出，风干后
在通风橱中喷以１％三氯化铁乙醇溶液显色。在此
硅胶 Ｇ薄层板上，对照品溶液显色出浅墨绿色斑
点，供试品溶液在相对应的位置上同时出现相同色

泽的斑点，缺黄芩阴性样品溶液薄层板上未见相似

色泽斑点干扰，结果见图３。

　　　　　　　　　　　 １２３　４　５

　　注：１、２、３．供试品；４．黄芩对照药材；５．阴性样品（不含黄芩）。

图３　黄芩ＴＬＣ图谱

２．２　黄芩苷的含量测定
２．２．１　色谱条件　以 ＷｏｎｄａＳｉｌＣ１８（４．６ｍｍ×２５０
ｍｍ，５μｍ）柱为色谱柱；流动相为甲醇０．１％磷酸
溶液（４５∶５５）；柱温为２５℃；流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；
ＵＶ检测波长：２８０ｎｍ；进样量：１０μＬ。理论板数按
黄芩苷（Ｃ２１Ｈ１８Ｏ１１）峰计算应不低于２５００。
２．２．２　对照品溶液的制备　精密称取干燥至恒重
的黄芩苷对照品适量，置于 ２５ｍＬ容量瓶中，加
７０％乙醇稀释至刻度，摇匀，从中取 ２ｍＬ加入
１０ｍＬ容量瓶中，７０％乙醇溶液制成每 １ｍＬ含 ２０
μｇ的溶液，即为对照品溶液。
２．２．３　供试品溶液的制备　精密量取本品１ｍＬ，
置于５０ｍＬ的容量瓶中，加７０％乙醇溶液定容至刻
度，摇匀，用微孔滤膜滤过，即为供试品溶液。

２．２．４　阴性对照溶液制备　参照处方成分配比及

制备工艺，制备不含黄芩药材的阴性对照制剂，按

供试品溶液的制备方法制成阴性对照溶液。

２．２．５　专属性实验　采用“２．２．１”项下色谱条件进
行测定，分别抽取对照品溶液、供试品溶液及阴性对

照溶液各１０μＬ进样，记录 ＨＰＬＣ色谱图。结果表
明：黄芩苷色谱峰分离度较好，黄芩苷对照品色谱峰

相应的位置上（约１８．５ｍｉｎ），阴性样品无干扰峰出
现，由此说明处方中其它成分在此实验条件下对目标

含量测定成分黄芩苷的测定结果没有造成干扰，此方

法专属性良好。以上三种溶液的色谱图见图４。

Ａ．黄芩苷对照品

Ｂ．黄芩苷供试品

Ｃ．阴性溶液

　　注：１．黄芩苷。

图４　黄芩苷ＨＰＬＣ色谱图

２．２．６　线性关系的考察　精密称取黄芩苷对照品
适量，加７０％乙醇溶液制成每１ｍＬ含０．０２４１ｍｇ
的溶液，分别精密吸取该对照品溶液４、１２、２０、２８、
３６μＬ，按“２．２．１”项下色谱条件分别注入高效液相
色谱仪，测定黄芩苷峰面积，以进样量为横坐标，纵坐

标为黄芩苷峰面积分值，对其进行线性回归，其回归

方程为Ｙ＝４×１０６Ｘ＋３３５４．３，ｒ＝１，结果表明：黄芩苷
进样量与峰面积积分值在０．０９６４～０．８６７６μｇ之间
呈线性关系。

２．２．７　精密度考察　抽取黄芩苷同一对照品溶液
１０μＬ，注入高效液相色谱仪，连续重复注入６次，按
“２．２．１”项下色谱条件测定黄芩苷峰面积，结果黄
芩苷峰面积ＲＳＤ为０．１３％（ｎ＝６），表明此方法下
本测量设备精密度考察符合要求。

２．２．８　稳定性实验　取供试品溶液（批号：
２０１５０３２５），室温放置，分别取放置０、４、８、１２、１６、２４ｈ
的供试品溶液，按“２．２．１”项下色谱条件测定黄芩苷
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表１　黄芩苷回收率实验结果

编号 取样量／ｍＬ 样品量／ｍｇ 加入量／ｍｇ 实测值／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

１ ０．４０ ０．８６３０ ０．８８９１ １．２２７７ ９８．９０
２ ０．４０ ０．８６３０ ０．８８９１ １．２３５９ １００．０６
３ ０．４０ ０．８６３０ ０．８８９１ １．２４１１ １００．８１
４ ０．５０ １．０７８７ １．０９８２ ２．１５２３ ９７．７６
５ ０．５０ １．０７８７ １．０９８２ ２．１６９８ ９９．３５ ９９．０８ １．１７
６ ０．５０ １．０７８７ １．０９８２ ２．１５６９ ９８．１８
７ ０．６０ １．２９４４ １．３１２５ ２．５８９８ ９８．６９
８ ０．６０ １．２９４４ １．３１２５ ２．６１２５ １００．４２
９ ０．６０ １．２９４４ １．３４２５ ２．６０４５ ９７．５８

的含量，以考察测定环境下供试品溶液放置后稳定

性。ＲＳＤ为０．１９％（ｎ＝６），表明供试品溶液在室
温条件下２４ｈ内稳定性符合测定要求。
２．２．９　重复性实验　取批号为２０１５０３２５的栀芩合
剂６份，按“２．２．３”项下制备供试品溶液方法进行制
备样品，参照“２．２．１”项下色谱条件对黄芩苷进行含
量测定，计算黄芩苷的平均含量为２．１５７４ｇ·Ｌ－１，
ＲＳＤ为１．２９％，结果表明此种方法测量结果偏差较
小，重复性符合测定要求。

２．２．１０　加样回收率实验　精密量取栀芩合剂（批
号：２０１５０３２５，黄芩苷含量为２．１５７４ｇ·Ｌ－１；详见
重复性实验）０．４０、０．５０、０．６０ｍＬ三个梯度测试品
各３份，分别放至于５０ｍＬ容量瓶中，再分别取适量
黄芩苷对照品放入各容量瓶中，加入７０％乙醇溶液
混合稀释至刻度，振荡摇匀作为供试品溶液，参照

“２．２．１”项下色谱条件进样，测定样品中黄芩苷的
含量，通过公式计算加样回收率，实验数据及测定

结果见表１。最终结果表明，本实验中的样品处理
方法准确可行。

２．２．１１　样品含量测定　参照“２．２．３”项下方法取
三个批次的栀芩合剂制备供试品溶液，按“２．２．１”
项下色谱条件，分别测定三个批次栀芩合剂中黄芩

苷的含量，测定结果见表２。

表２　栀芩合剂中黄芩苷的含量测定结果

批号 黄芩苷的含量／ｍｇ·Ｌ－１

２０１５０３２５ ２．１５７０

２０１５０４０８ ２．１０４７

２０１５０４１８ ２．０８９４

３　讨论
本制剂是以栀子、黄芩、黄柏、大黄、天花粉、知

母六味中药组成复方制剂，采用ＴＬＣ法对栀芩合剂
中栀子、黄柏、黄芩进行了定性鉴别，结果显示三种

薄层鉴别斑点清楚，专属性强。在对黄柏进行薄层

鉴别时，考虑到《中国药典》２０１５版一部黄柏项下展

开剂含毒性试剂苯，本试验用环己烷乙酸乙酯异
丙醇甲醇水三乙胺（３∶３．５∶１∶１．５∶０．５∶１）为展开
剂，避免了试剂苯的高毒性。

本试验含量测定的流动相选择上，曾考察以甲

醇水（１∶１）、乙腈０．５％磷酸二氢钾溶液（用磷酸调
ｐＨ值为３．２）（３２∶６８）为流动相，结果显示黄芩苷色
谱峰峰型不符合测定要求，色谱峰重叠，与样品中

其它药味的色谱峰的分离度小于 １．５，２０１５年版
《中国药典》采用甲醇水磷酸（４７∶５３∶０．２）与甲醇
水磷酸（４５∶５５∶０．１），均能达到使制剂中各成分与
黄芩苷分离，考虑０．２％磷酸溶液酸性较强对色谱
柱使用寿命考虑，故选甲醇０．１％磷酸溶液（４５∶５５）
作为含量测定的流动相。

含量测定项下供试品溶液制备曾考察用７０％
乙醇、９５％乙醇、７０％甲醇及甲醇溶解，考虑到甲醇
毒性较大，本文选用７０％乙醇作为提取溶剂。

黄芩为栀芩合剂的君药，有大量文献阐述黄芩中

黄芩苷为主要药效成分，且被证实存在广泛的药理活

性，以黄芩苷为考察指标进行含量测定是合理的。
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