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高效液相色谱法测定大黄滴眼液中黄芩苷含量
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摘要：目的建立测定大黄滴眼液中黄芩苷含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法色谱柱为Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ），流动相为甲醇－水－冰醋酸（４５ ∶ ５５ ∶ １），流速为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为３１５ ｎｍ，进样量为１０ μＬ。结果黄芩苷质量浓度在
２１． ７８７ ９ ～ ４３５． ７５８ ４ μｇ ／ ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ２ ＝ ０． ９９９ ９），平均回收率为１０３． ６５％，ＲＳＤ为１． ８９％（ｎ ＝ ９）。结论该方法
操作简便、灵敏度高、结果准确稳定，分离效果好，可用于大黄滴眼液中黄芩苷的含量测定。
关键词：大黄滴眼液；黄芩苷；高效液相色谱法；含量测定
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

试液（即１ ｍＬ）进行试验，过滤效果较理想，菌落计数也
能顺利进行。取样量减少虽能提高实际操作的可行性，
但影响了计量的准确性。对于抑菌作用较强的样品，
２０１５版《中国药典》只给出薄膜过滤法。当然也有离心
沉淀法犤 １３ 犦或采用无菌滤纸、纱布、脱脂棉进行预处理犤 １４ 犦

等非标准处理方法，这些方法存在准确度、重复性差，影
响因素多，难以标准化等问题。对于具有抗菌活性的中
药固体制剂微生物限度检查计数方法的研究，还需进一
步探索。
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·研究·
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大黄滴眼液由苏州市中医医院眼科自制，集中药理
法、西药使用方法于一身，功效为清热解毒，主要用于治
疗各种类型的结膜炎，特别是慢性结膜炎，临床研究显
示，该药疗效比西药抗生素滴眼液佳。该药主要中药成
分为大黄和黄芩，其中黄芩具有抗菌、抗病毒作用，其抑
菌的有效成分为黄芩苷犤１ － ２ 犦。现行大黄滴眼液质量标准中
未对黄芩苷进行测定犤３ 犦，为提高该制剂质量标准，本研究
中结合２０１５ 年版《中国药典牗四部牘》犤 ４ 犦和文献犤 ５ － １５ 犦，采
用高效液相色谱法测定其黄芩苷含量。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

ｅ２６９５型高效液相色谱仪，包括２９９８二极管阵列
检测器，Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５ μｍ）
（美国Ｗａｔｅｒｓ公司）；Ｍｉｌｌｉ － Ｑ型纯水机（美国密理博公
司）；ＡＧ２８５型电子分析天平（上海梅特勒－托利多公
司）；ＫＱ － １００ＶＤＥ型双频数控超声波清洗机（昆山市超
声仪器公司）。
１． ２ 试药

大黄滴眼液（苏州市中医医院自制，批号分别为
１４０３１２，１４０３２４，１４０３３１，规格为每支８ ｍＬ）；黄芩苷对
照品（中国食品药品检定研究院，批号为１１０７１５ －
２０１１１７）；冰醋酸（优级纯，国药集团化学试剂有限公
司）；甲醇（色谱纯，Ｓｉｇｍａ － Ａｌｄｒｉｃｈ公司）；水为超纯水；
其余试剂均为分析纯。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件及系统适用性试验

色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ）；流动相：甲醇－水－冰醋酸（４５ ∶ ５５ ∶ １）；检测波
长：３１５ ｎｍ；流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：１０ μＬ。理论板数
按黄芩苷峰计应不低于２ ０００。
２． ２ 溶液制备

对照品溶液：取黄芩苷对照品１２ ｍｇ，精密称定，置
５０ ｍＬ容量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，作为对照
品贮备溶液。

供试品溶液：精密量取本品５ ｍＬ，置２５ ｍＬ容量瓶
中，加７０％甲醇稀释至刻度，作为供试品溶液。

阴性对照品溶液：取不含黄芩的阴性样品，按供试
品溶液制备方法制备阴性对照品溶液。
２． ３ 方法学考察

专属性试验：取２． ２项下３种溶液，按２． １项下色谱
条件进样，结果供试品溶液色谱与对照品溶液色谱在相
应保留时间处均出现黄芩苷峰，且峰形良好，无杂质干扰，
保留时间约为７． ５ ｍｉｎ。阴性对照无干扰。色谱图见图１。

线性关系考察：精密吸取黄芩苷对照品贮备溶液

１０ ｍＬ，置２０ ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，即得对
照品溶液。取对照品溶液，分别进样２，４，６，８，１０ μＬ，取
对照品贮备溶液分别进样１０ μＬ和２０ μＬ。记录峰面
积，以质量浓度 牗 Ｘ，μｇ ／ ｍＬ牘为横坐标、峰面积牗 Ｙ 牘为纵
坐标绘制标准曲线，得黄芩苷回归方程Ｙ ＝ ２３ １１８ Ｘ －
７９ ７６８，ｒ２ ＝ ０． ９９９ ９ 牗 ｎ ＝ ７ 牘。结果表明，黄芩苷溶液质量
浓度在２１． ７８７ ９ ～ ４３５． ７５８ ４ μｇ ／ ｍＬ范围内与峰面积
线性关系良好。

精密度试验：精密吸取黄芩苷对照品溶液１０ μＬ，
按拟订色谱条件连续进样６次，记录黄芩苷峰面积。结
果的ＲＳＤ为０． ２０％ 牗 ｎ ＝ ６牘，表明仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批供试品６份，依法制备供试
品溶液，按拟订色谱条件测定，记录峰面积。结果的
ＲＳＤ为０． ９５％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘，表明方法重复性良好。
最低检出限和最低定量限确定：经检测，黄芩苷最

低定量限为０． １７４ μｇ ／ ｍＬ牗 Ｓ ／ Ｎ ＝ １０牘；最低检出限为
０． ０８７ μｇ ／ ｍＬ牗 Ｓ ／ Ｎ ＝ ３牘。

稳定性试验：取同一供试品溶液，分别在０，２，４，６，
８，１２ ｈ时进样１０ μＬ，按拟订色谱条件测定，记录峰面
积。结果的ＲＳＤ为１． ２３％（ｎ ＝ ６），表明供试品溶液在
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表１ 黄芩苷加样回收试验结果（ｎ ＝ ９）
样品含量
（μｇ）
４７９． ９６６
４７９． ９６６
４７９． ９６６
４７９． ９６６
４７９． ９６６
４７９． ９６６
４７９． ９６６
４７９． ９６６
４７９． ９６６

加入量
（μｇ）

４３５． ７５８ ４
４３５． ７５８ ４
４３５． ７５８ ４
５４４． ６９８ ０
５４４． ６９８ ０
５４４． ６９８ ０
６５３． ６３７ ６
６５３． ６３７ ６
６５３． ６３７ ６

测得量
（μｇ）
９１３． ２３２ １
９２８． ８６９ ３
９３９． ４５０ ０
１ ０５０． ４９８ ５
１ ０６５． ０４８ ９
１ ０５６． ９１４ ５
１ １６２． ７５９ ５
１ １５２． １４５ ５
１ １５６． ６１２ ８

回收率
（％）
９９． ４３
１０３． ０２
１０３． １５
１０４． ７４
１０５． ７６
１０５． ９２
１０４． ４６
１０２． ８４
１０３． ５２

Ｘ
（％）

１０３． ６５

ＲＳＤ
（％）

１． ８９
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１２ ｈ内稳定。
加样回收试验：取同一批样品，精密量取２ｍＬ，取６份，

分别精密加入黄芩苷对照品贮备液２． ０，２． ５，３． ０ ｍＬ。
依法制备供试品溶液，按２． １项下色谱条件测定，计算
回收率。结果见表１。

２． ４ 样品含量测定
取３批样品，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条

件测定黄芩苷的色谱峰面积。结果３批（批号分别为
１４０３１２，１４０３２４，１４０３３１）样品中黄芩苷的含量分别为
０． ２４，０． ２２，０． ２５ ｇ ／ Ｌ。
３ 讨论
３． １ 测定波长选择

经在线全波长紫外吸收光谱扫描分析，黄芩苷在
３１５ ｎｍ波长处有良好的紫外吸收强度。本研究中，采用
３１５ ｎｍ作为检测波长时，黄芩苷为主要吸收峰，分离度
好，峰形良好，且其他物质对测定无干扰。
３． ２ 流动相和柱型选择

本研究中比较了甲醇－水、乙腈－水、甲醇－水－
冰醋酸系统测定黄芩苷的差异，采用甲醇－水、乙腈－
水系统测定黄芩苷内有干扰色谱峰，而甲醇－水－冰醋
酸系统能去除干扰，明显改善黄芩苷色谱峰的分离。由
于其他药味中的化学成分干扰黄芩苷的测定，故选择了
多型号的反相硅胶色谱柱进行比较，最后采用Ｗａｔｅｒｓ
Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８柱，取得了良好的分析效果。
３． ３ 提取方法选择

在样品提取中，考察了甲醇、水、７０％甲醇对大黄滴
眼液中黄芩苷
提取率的影
响，结果７０％
甲醇的提取效
率高于甲醇和
水，最终采用

７０％甲醇提取黄芩苷。
３． ４ 灭菌方法选择

眼用制剂属无菌制剂犤 ４ 犦，大黄滴眼液中的黄芩苷具
有热不稳定性犤 １ 犦，试验中考察了过滤和辐照２种灭菌方
法对大黄滴眼液中的黄芩苷含量的影响，结果发现，过
滤灭菌法对大黄滴眼液中黄芩苷的含量无影响，而辐照
灭菌后难以测出其含量。

综上所述，本研究中建立的高效液相色谱法，操作
简单，分析快速，精密度高，稳定性好，空白无干扰，可为
提高大黄滴眼液的质量标准提供依据。
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