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乙肝灵胶囊质量标准改进研究
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摘要：目的改进乙肝灵胶囊的质量标准。方法采用薄层色谱（ＴＬＣ）法对大黄、人参、甘草进行定性鉴别，并在检查项下增加土大黄苷的
鉴别；采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定君药大黄中大黄素、大黄酚的含量。结果定性鉴别方法斑点清晰，专属性强。大黄素进样量在
０． ０２３ ４ ～ ０． ２９２ ５ μｇ范围内与峰面积积分值线性关系良好，ｒ ＝ １． ０００ ０，平均回收率为１００． １７％，ＲＳＤ为１． ９８％（ｎ ＝ ６）；大黄酚进样量
在０． ０３９ １６ ～ ０． ４８９ ６０ μｇ范围内与峰面积积分值线性关系良好，ｒ ＝ １． ０００ ０，平均回收率为９６． ３８％，ＲＳＤ为１． ５２％（ｎ ＝ ６）。结论改
进后的质量标准可行，可用于乙肝灵胶囊的质量控制。
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

乙肝灵胶囊是由大黄、白芍、茵陈、柴胡、贯众、甘
草、人参、黄芪８味中药材组方的中药复方制剂，有清热
解毒、疏肝健脾的功效，适用于肝气郁滞、湿邪困脾及乙
型病毒性肝炎。方中大黄、白芍为君药。大黄苦、寒，泻热
通便，利胆逐瘀；白芍苦酸，微寒，养阴和血，柔肝止痛。
两者配伍，清利疏养并举。该药品现行质量标准为国家
食品药品监督管理局药品标准ＹＢＺＡ１７５２２００５ －
２００９Ｚ，其存在部分薄层色谱重现性差、斑点不清晰，且
对大黄未进行含量控制的问题。陈光芝等犤 １ 犦采用高效液
相色谱（ＨＰＬＣ）法测定了乙肝灵胶囊中芍药苷含量，而
其他药味未见文献报道。为有效控制乙肝灵胶囊的质
量，本研究中在对原有鉴别项进行方法学验证的基础
上，对大黄、人参的薄层色谱牗 ＴＬＣ 牘法进行了修订，增加
甘草的ＴＬＣ鉴别和大黄中土大黄苷的薄层色谱检查，
用ＨＰＬＣ法测定大黄中大黄素和大黄酚的总量，以实现
对乙肝灵胶囊质量的有效控制。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． ２ 仪器

Ｗａｔｅｒｓ ２６９５高效液相色谱仪，２４８９紫外检测器，
Ｅｍｐｏｗｅｒ工作站（美国Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＡＥ２０４型电子天
平（瑞士Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ公司）。
１． ２ 试药

大黄对照药材（批号为１２１６７６ － ２０１２０１），大黄酸

对照品（批号为１１０７５７ － ２００２０６），大黄酚对照品（批号
为１１０７９６ － ２０１５２０，含量为９９． ２％），人参皂苷Ｒｂ１对
照品（批号为１１０７０４ － ２０１４２４），人参皂苷Ｒｅ对照品
（批号为１１０７５４ － ２０１３２４），甘草对照药材（批号为
１２０９０４ － ２０１３１８），土大黄苷对照品（批号为１１０７９４ －
２０１３０６），大黄素对照品（批号为１１０７９６ － ２００１１０），均
购自中国食品药品检定研究院；乙肝灵胶囊（陕西省东
泰制药有限公司，批号分别为６Ｂ０１，６Ｂ０２，６Ｂ０３）；硅胶
Ｇ薄层板（青岛海洋化工厂分厂）；聚酰胺薄膜（浙江省
台州市路桥四甲生化塑料厂）；甲醇为色谱纯（美国
Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ公司）；水为超纯水；其他试剂均为分析纯，购
于国药集团化学试剂有限公司。
２ 方法与结果
２． １ ＴＬＣ鉴别

大黄犤 ２ 犦 ２３，４９５：取含量测定项下的供试品溶液作为供
试品溶液。另取５０ ｍｇ大黄对照药材，置具塞锥形瓶中，
加甲醇１０ ｍＬ，４５ ｍｉｎ水浴回流提取，滤过，蒸干滤液，
残渣加入８％盐酸溶液１０ ｍＬ，于沸水浴中加热１ ｈ，冷
却至室温，转移溶液置分液漏斗中，用３０ ｍＬ乙酸乙酯分
３次提取，合并乙酸乙酯液，蒸干，残渣用甲醇１ ｍＬ溶
解，作为对照药材溶液。再取大黄酸对照品、大黄酚对照
品，分别加甲醇制成质量浓度为１ ｇ ／ Ｌ的溶液，作为对
照品溶液。按处方比例、工艺制备取不含大黄药材的阴
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

Ａ Ｂ
１ ２ ３ ４ ５ ６ １ ２ ３ ４ ５ ６

１．阴性对照品溶液 ２ －４．供试品溶液牗批号分别为６Ｂ０１，６Ｂ０２，６Ｂ０３牘
５． 人参皂苷Ｒｂ１对照品溶液 ６． 人参皂苷Ｒｅ对照品溶液

Ａ． 日光下 Ｂ． 紫外光灯（３６５ ｎｍ）下
图２ 人参的薄层色谱图

性样品０． ８ ｇ，按２． ３． ２项下供试品溶液制备方法制成
阴性对照品溶液。照ＴＬＣ法（２０１５年版《中国药典（四
部》通则０５０２）试验，吸取供试品溶液和阴性对照品溶
液各６ μＬ，对照药材溶液和对照品溶液各２ μＬ，分别点
于同一硅胶Ｇ薄层板上，以石油醚（３０ ～ ６０ ℃）－甲酸
乙酯－甲酸（１５ ∶ ５ ∶ １）的上层溶液为展开剂，展开，取
出，晾干，置紫外光灯（３６５ ｎｍ）下检视。供试品溶液色谱
中，在与大黄对照药材溶液色谱和大黄酸、大黄酚对照
品溶液色谱相应位置上显相同颜色的荧光斑点，阴性对
照无干扰。详见图１。

人参犤 ２ 犦 ４６８牞 犤 ３ － ４ 犦：取本品内容物６ ｇ，置索氏提取器
中，加适量乙醚，加热回流至提取液无色，弃去乙醚液，
挥干药渣，再加入１００ ｍＬ甲醇，加热回流至提取液无
色，放冷至室温，提取液蒸干，用３０ ｍＬ水分次溶解残渣，
转移至分液漏斗中，用９０ ｍＬ水饱和的正丁醇分３次振
摇提取，正丁醇提取液合并，用９０ ｍＬ氨试液分２次洗
涤，正丁醇液蒸干，用１０ ｍＬ水溶解残渣，通过Ｄ１０１型
大孔吸附树脂柱（内径为１． ５ ｃｍ，柱高为１２ ｃｍ牘，按５０ ｍＬ
水、４０ ｍＬ ４０％乙醇和６０ ｍＬ ７０％乙醇的顺序洗脱，收
集７０％乙醇洗脱液，蒸干，用甲醇１ ｍＬ溶解残渣，作为
供试品溶液。另取人参皂苷Ｒｂ１、人参皂苷Ｒｅ对照品，
分别用甲醇制成质量浓度为１ ｇ ／ Ｌ溶液，作为对照品溶
液。按处方比例、工艺制备取不含人参药材的阴性样品
６ ｇ，同供试品溶液制备方法制成阴性对照品溶液。照
ＴＬＣ法（２０１５年版《中国药典牗四部牘》通则０５０２）试验，
上述３种溶液各吸取５ μＬ，分别点于同一硅胶Ｇ薄层
板上，以三氯甲烷－甲醇－水（１３ ∶ ７ ∶ ２）１０ ℃以下放置
的下层溶液为展开剂，展开，取出，晾干，喷以１０％硫酸
乙醇溶液，于１０５ ℃加热至斑点显色清晰。供试品溶液
色谱中，在与人参皂苷Ｒｂ１、人参皂苷Ｒｅ对照品溶液色
谱相应位置上显相同颜色的斑点及荧光斑点，阴性对照
无干扰。详见图２。

甘草犤 ２ 犦 ８６，犤 ５ － ７ 犦：取本品内容物１． ５ ｇ，置具塞锥形瓶

中，量入３０ ｍＬ甲醇，加热回流１ ｈ，滤过，滤液蒸干，
用１０ ｍＬ水溶解残渣，调节ｐＨ至９ ～ １０，用６０ ｍＬ水饱
和的正丁醇液分３次提取，弃去正丁醇提取液，水液调
节ｐＨ至２ ～ ３，用６０ ｍＬ水饱和的正丁醇液分３次提
取，提取液合并，用６０ ｍＬ正丁醇饱和的水分次洗涤２
次，蒸干提取液，用甲醇５ ｍＬ溶解残渣，作为供试品溶
液。另取甘草对照药材０． ５ ｇ，同供试品溶液制备方法制
成对照药材溶液。再取按处方比例、工艺制备不含甘草
药材的阴性样品１． ５ ｇ，同法制成阴性对照品溶液。照
ＴＬＣ法牗 ２０１５年版《中国药典牗四部牘》通则０５０２ 牘试验，
取上述３种溶液各２ ～ ５ μＬ，分别点于同一用１％氢氧
化钠溶液制备的硅胶Ｇ薄层板上，展开剂为乙酸乙
酯－甲酸－冰醋酸－水（１５ ∶ １ ∶ １ ∶ ２ 牘，展开，取出，晾
干，喷以１０％硫酸乙醇溶液，在１０５ ℃加热至斑点显色
清晰，置紫外光灯牗 ３６５ ｎｍ牘下检视。供试品溶液色谱中，
在与甘草对照药材溶液色谱相应位置上显相同的黄绿
色荧光斑点，阴性对照无干扰。详见图３。
２． ２ 土大黄苷检查 犤 ２ 犦 ２３， 犤 ８ －１１ 犦

取本品内容物１ ｇ，置具塞锥形瓶中，加入２０ ｍＬ甲
醇，超声处理３０ ｍｉｎ（功率５００ Ｗ，频率４０ ｋＨｚ），滤过，
取续滤液作为供试品溶液。另取土大黄苷对照品，加甲
醇制成０． １ ｇ ／ Ｌ溶液，作为对照品溶液（临用新制）。按
处方比例、工艺制备的不含大黄药材的阴性样品１ ｇ，同
供试品溶液制备方法制成阴性对照品溶液。取土大黄替
代处方中大黄，然后取按处方比例、工艺所制备的阳性
样品１ ｇ，同供试品溶液制备方法制成阳性对照品溶液。
照ＴＬＣ法（２０１５年版《中国药典牗四部牘》通则０５０２）试
验，上述４种溶液各吸取１ μＬ，分别点于同一聚酰胺薄
层板上，展开剂为三氯甲烷－甲醇－甲酸－水（１１ ∶ ３ ∶
０． ２ ∶ ０． ３），展开，取出，晾干，置紫外光灯（３６５ ｎｍ）下检
视。供试品溶液色谱中，在与土大黄苷对照品溶液色谱
相应位置上未出现相同颜色的斑点，阴性对照无干扰。

１，３，６． 供试品溶液牗批号分别为６Ｂ０１，６Ｂ０２，６Ｂ０３ 牘
２． 阴性对照品溶液 ４． 大黄对照药材溶液
５． 大黄酸对照品溶液 ７． 大黄酚对照品溶液

图１ 大黄的薄层色谱图

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７
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０ １０． ００ ２０． ００ ３０． ００ ４０． ００ ５０． ００
ｔ ／ ｍｉｎ

Ｃ

０． ０５０

０． ０４０

０． ０３０

０． ０２０

０． ０１０

０

１． 大黄素 ２． 大黄酚
Ａ． 对照品溶液 Ｂ． 供试品溶液 Ｃ． 阴性对照品溶液

图５ 高效液相色谱图

１．阴性对照品溶液 ３ －５．供试品溶液牗批号分别为６Ｂ０１，６Ｂ０２，６Ｂ０３牘
２，６． 对照药材溶液

图３ 甘草的薄层色谱图

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７
１． 阴性对照品溶液 ２，７． 土大黄苷对照品溶液
３ － ５． 供试品溶液牗批号分别为６Ｂ０１，６Ｂ０２，６Ｂ０３ 牘

６． 阳性对照品溶液
图４ 土大黄苷的薄层色谱图

阳性对照品溶液色谱中，在与土大黄苷对照品溶液色谱
相应位置上出现相同颜色的斑点。详见图４。

２． ３ 含量测定 犤 １２ －１５ 犦

２． ３． １ 色谱条件与系统适用性试验
色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ ５ ＴＣ － Ｃ１８（２）柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，

５ μｍ）；流动相：甲醇－ ０． １％磷酸溶液（６８ ∶ ３２）；流速：
１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长：２５４ ｎｍ；柱温：３０ ℃；进样量：
１０ μＬ。在此条件下，供试品溶液中大黄素色谱峰、大黄
酚色谱峰与其他杂质峰基线分离。色谱图见图５。
２． ３． ２ 溶液制备

对照品溶液：取大黄素、大黄酚对照品适量，精密称
定，加甲醇制成大黄素质量浓度为１０ μｇ ／ ｍＬ、大黄酚质
量浓度为２０ μｇ ／ ｍＬ的混合溶液，即得。

供试品溶液：取样品混匀的内容物约０． ８ ｇ，精密称
定，置具塞锥形瓶中，精密加入２５ ｍＬ甲醇，密塞，称定
质量，加热回流４５ ｍｉｎ，冷却至室温，用甲醇补足减失的
质量，滤过，精密量取续滤液１０ ｍＬ，置具塞锥形瓶中，
蒸干，冷却，加入８％盐酸溶液１０ ｍＬ，１ ｈ沸水浴加热，
冷却至室温，转移至分液漏斗中，用５０ ｍＬ乙酸乙酯分
次提取５次，合并乙酸乙酯液，蒸干，用甲醇溶解残渣转
移至１０ ｍＬ容量瓶中，定容至刻度，摇匀，滤过，即得。

阴性对照品溶液：精密称取按供试品处方比例、工
艺制备的不含大黄的阴性样品０． ８ ｇ，按供试品溶液制
备方法制成，即得。
２． ３． ３ 方法学考察

线性关系考察：精密吸取大黄素（１１． ７０ μｇ ／ ｍＬ）、
大黄酚（１９． ５８ μｇ ／ ｍＬ）混合对照品溶液２，５，１０，１５，２０，
２５ μＬ，按拟订色谱条件测定，以进样量牗 Ｘ，μｇ）为横坐
标、峰面积积分值牗 Ｙ 牘为纵坐标绘制标准曲线，得大黄
素回归方程Ｙ ＝ ３ ７９８． ２８ Ｘ ＋ ２７１． ５４，ｒ ＝ １． ０００ ０ 牗 ｎ ＝
６ 牘；得大黄酚回归方程Ｙ ＝ ５ ４９６． ７６ Ｘ ＋ ４ ５７７． ０４，ｒ ＝
１． ０００ ０ 牗 ｎ ＝ ６ 牘。结果表明，大黄素和大黄酚进样量分别
在０． ０２３ ４ ～ ０． ２９２ ５ μｇ和０． ０３９ １６ ～ ０． ４８９ ６０ μｇ范
围内与峰面积积分值线性关系良好。

精密度试验：精密吸取同一混合对照品溶液１０ μＬ，
进样６次。结果大黄素峰面积积分值的ＲＳＤ为０． ４９％
牗 ｎ ＝６牘，大黄酚峰面积积分值的ＲＳＤ为０． ８５％ 牗 ｎ ＝６ 牘，
表明仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批（批号为６Ｂ０２）样品，精密
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Ａ
０． ４０４ ４
０． ４０６ ９
０． ４０２ ５
０． ４００ ７
０． ４０５ ０
０． ４０８ １

Ｂ
０． ４０４ ４
０． ４０６ ９
０． ４０２ ５
０． ４００ ７
０． ４０５ ０
０． ４０８ １

Ａ
０． １６７ １
０． １６８ １
０． １６６ ３
０． １６５ ６
０． １６７ ３
０． １６８ ６

Ｂ
０． ２６８ ６
０． ２７０ ３
０． ２６７ ３
０． ２６６ ２
０． ２６９ ０
０． ２７０ ０

Ａ
０． １９１ ４
０． １９１ ４
０． １９１ ４
０． １９１ ４
０． １９１ ４
０． １９１ ４

Ｂ
０． ２７７ ２
０． ２７７ ２
０． ２７７ ２
０． ２７７ ２
０． ２７７ ２
０． ２７７ ２

Ａ
０． ３６１ ６
０． ３６１ ２
０． ３５７ ５
０． ３５０ ０
０． ３６０ ０
０． ３６３ ０

Ｂ
０． ５４０ ２
０． ５３３ ２
０． ５３８ ７
０． ５２８ ３
０． ５３６ ０
０． ５３８ ０

Ａ
１０１． ６２
１００． ８９
９９． ９０
９６． ３４
１００． ６８
１０１． ５７

Ｂ
９７． ９８
９４． ８４
９７． ９１
９４． ５５
９６． ３２
９６． ６８

Ａ

１００． １７

Ｂ

９６． ３８

Ａ

１． ９８

Ｂ

１． ５２

称取６份，每份０． ８ ｇ，依法制备供试品溶液，精密吸取
１０ μＬ，测定。结果大黄素平均含量为０． ４１３ ２ ｍｇ ／ ｇ，
ＲＳＤ为１． ５７％ 牗 ｎ ＝６牘，大黄酚平均含量为０． ６６４ ３ ｍｇ ／ ｇ，
ＲＳＤ为１． ８１％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明方法重复性良好。
稳定性试验：取同一供试品溶液，每隔２ ｈ进样１次，

记录２４ ｈ。结果大黄素峰面积的ＲＳＤ为０． ３４％，大黄
酸峰面积的ＲＳＤ为０． １９％ 牗 ｎ ＝ ６牘，表明供试品溶液在

２４ ｈ内稳定性良好。
加样回收试验：取已知含量的样品（批号为６Ｂ０２，大

黄素含量为０． ４１３ ２ ｍｇ ／ ｇ，大黄酚含量为０． ６６４ ３ ｍｇ ／ ｇ）
６份，精密称定，每份０． ４ ｇ，分别精密加入２５ ｍＬ大黄
素、大黄酚混合对照品甲醇溶液（大黄素质量浓度为
７． ６５６ μｇ ／ ｍＬ，大黄酚质量浓度为１１． ０８８ μｇ ／ ｍＬ），依
法制备供试品溶液，测定。结果见表１。

取样量（ｇ） 样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）
表１ 加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）

注：Ａ为大黄素，Ｂ为大黄酚。

２． ３． ４ 样品含量测定
按拟订色谱条件，取３批（批号分别为６Ｂ０１，６Ｂ０２，

６Ｂ０３）样品，依法制备供试品溶液，精密吸取１０ μＬ，注入
高效液相色谱仪，测定。结果见表２。

３ 讨论
现行标准对大黄的薄层鉴别只是以大黄酸、大黄酚

对照品为检验指标，且供试品溶液色谱中大黄酸对照品
斑点不清晰，对结果的判定有一定影响。本研究中增加
了大黄对照药材作为检验指标，以含量测定项下的供试
品溶液作为该鉴别项的供试品溶液，优化了薄层鉴别展
开系统，考察了不同温度、相对湿度下薄层色谱的展开
情况，结果斑点Ｒｆ值适宜，方法耐用性良好。

对大黄素和大黄酚的总量测定，本研究中考察了提
取方式、提取时间和水解时间，发现超声处理４５ ｍｉｎ提
取，沸水浴１ ｈ水解，即可提取完全；水解后提取溶剂，
比较了三氯甲烷、乙酸乙酯和乙醚３种溶剂，结果发现
乙酸乙酯与三氯甲烷提取率相当，其供试品溶液色谱图
中预测定峰与其他成分能达到基线分离，因此提取溶剂
采用毒性较小的乙酸乙酯。
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表２ 样品含量测定结果（ｍｇ ／粒，ｎ ＝ ２）
批号
６Ｂ０１
６Ｂ０２
６Ｂ０３

大黄素
０． ２０
０． ２１
０． ２１

大黄酚
０． ３３
０． ３４
０． ３６

总含量
０． ５３
０． ５５
０． ５７
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