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醒脑颗粒为江苏省连云港市中医院制备的医院制

剂，主要由胆南星、石菖蒲、白蒺藜、玄参、黄芩、生大黄、

玉竹、冰片等中药组方，临床用于治疗中风（中脏腑）急

性期、风痰火壅于清窍所致神昏、痰涌、腹实不通等，收载

于《江苏省食品药品监督管理局医疗机构制剂标准》犤１犦。

本研究中采用薄层色谱（ＴＬＣ）法对制剂中的黄芩、冰
片、大黄、玄参进行定性鉴别犤２－５犦，采用高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）法测定制剂中黄芩苷、大黄素、大黄酚含量犤６－９犦，为

其质量控制提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（美国安捷伦科技

有限公司）；ＢＰ２１１Ｄ型电子分析天平（北京赛多利斯天
平有限公司，十万分之一）；ＫＱ－５００ＴＤＢ型高频数控超
声波清洗仪（昆山市超声仪器有限公司，功率为１２０Ｗ，频
率为４０ｋＨｚ）；Ｌｉｎｏｍａｔ型薄层点样仪（瑞士卡玛公司）。
１．２ 试药

黄芩苷对照品（批号为 １１０７１５－２０１７２０，纯度为

９３．５％），冰片对照品（批号为１１０７４３－２００９０５，纯度为
９８．０％），哈巴俄苷对照品（批号为１１１７３０－２０１１０６，纯
度为９６．０％），大黄素对照品（批号为１１０７５６－２０１５１２，
纯度为 ９８．７％），大黄酚对照品（批号为 １１０７９６－
２０１６２１，纯度为 ９９．２％），大黄对照药材（批号为
１２０９０２－２０１０１０），均购自中国食品药品检定研究院；醒
脑颗粒（江苏省连云港市中医院制剂室自制，批号分别

为 ２０１８０３１９，２０１８０１１０，２０１８０５２３）；乙腈、甲醇为色谱
纯，水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ ＴＬＣ鉴别
黄芩：取样品适量，研细，取约 ４ｇ，加甲醇 １５ｍＬ，

超声处理３０ｍｉｎ，滤过，滤液蒸干，残渣加甲醇１ｍＬ使
溶解，作为供试品溶液。另取黄芩苷对照品，加甲醇制成

每 １ｍＬ含 １ｍｇ的溶液，作为对照品溶液。取阴性样品
４ｇ，同法制备阴性对照品溶液。精密吸取上述３种溶液
各６μＬ，分别点于同一硅胶Ｇ薄层板上，以乙酸乙酯－
甲酸－水（９∶１∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂，展开，取出，晾
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摘要：目的 完善醒脑颗粒质量标准。方法 采用薄层色谱（ＴＬＣ）法对制剂中的黄芩、冰片、大黄、玄参进行定性鉴别，采用高效液相色谱
（ＨＰＬＣ）法测定制剂中黄芩苷、大黄素及大黄酚含量。结果 黄芩、冰片、大黄、玄参的ＴＬＣ特征性斑点清晰，分离度好，专属性强，阴性对

照无干扰；黄芩苷、大黄素及大黄酚质量浓度分别在 １０．３６～８２．８８μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９９）、３．３５０～２６．８０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９９）、３．３５４～

２６．８３０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９９）范围内与峰面积线性关系良好，平均加样回收率分别为 ９８．８７％，９７．４２％，９８．９１％，ＲＳＤ分别为 １．２３％，

１．０８％，１．２７％（ｎ＝６）。结论 该方法操作简便、精确度高、结果可靠，可用于醒脑颗粒的质量控制。
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１．对照品溶液 ２－４．供试品溶液 ５．阴性对照品溶液 ６．对照药材溶液

Ａ．黄芩 Ｂ．冰片 Ｃ．大黄 Ｄ．玄参
图１ 薄层色谱图

６ ２ ３ ４ ５

原点位置

溶剂前沿

原点位置

１ ２ ３ ４ ５

原点位置

１ ２ ３ ４ ５ １ ２ ３ ４ ５

干，喷以２％三氯化铁乙醇溶液。供试品溶液色谱中，在
与对照品溶液色谱相应位置上显相同颜色的斑点，阴性

对照无干扰。详见图１Ａ。
冰片：取样品适量，研细，取约 ０．３ｇ，加石油醚

（３０～６０℃）５ｍＬ，超声处理 １０ｍｉｎ，滤过，取滤液作为
供试品溶液。另取冰片对照品，加石油醚（３０～６０℃）制
成每 １ｍＬ含 １ｍｇ的溶液，作为对照品溶液。取阴性样
品０．３ｇ，精密称定，按供试品溶液制备方法制备阴性对
照品溶液。精密吸取对照品溶液５μＬ、供试品溶液及阴
性对照品溶液各 １５μＬ，分别点于同一硅胶 Ｇ薄层板
上，以二氯甲烷为展开剂，展开，取出，晾干，喷以５％香
草醛硫酸溶液，在１００℃加热至斑点显色清晰。供试品
溶液色谱中，在与对照品溶液色谱相应位置上显相同颜

色的斑点，阴性对照无干扰。详见图１Ｂ。
大黄：取样品适量，研细，取约 ２ｇ，加甲醇 ２０ｍＬ，

超声处理１５ｍｉｎ，滤过，滤液蒸干，残渣加水１０ｍＬ使溶
解，再加盐酸溶液 １ｍＬ，置水浴中加热 ３０ｍｉｎ，立即冷
却，用乙醚振摇提取 ２次，每次 １０ｍＬ，合并乙醚液，蒸
干，残渣加三氯甲烷 １ｍＬ使溶解，作为供试品溶液。另
取大黄对照药材０．１ｇ，同法制成对照药材溶液。取阴性
样品 ２ｇ，同法制成阴性对照品溶液。精密吸吸取上述
３种溶液各６μＬ，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，Ｖ／Ｖ／Ｖ）的
上层溶液为展开剂，展开，取出，晾干，置紫外光（３６５ｎｍ）
下检视。供试品溶液色谱中，在与对照药材溶液色谱相

应位置上显相同的５个橙黄色荧光主斑点，阴性对照无
干扰。详见图１Ｃ。

玄参：取样品适量，研细，取约 ３ｇ，加甲醇 ２５ｍＬ，
浸泡 １ｈ，超声处理 ３０ｍｉｎ，滤过，滤液蒸干，残渣加水
２５ｍＬ使溶解，用水饱和的正丁醇振摇提取 ２次，每次
３０ｍＬ，合并正丁醇液，蒸干，残渣加甲醇５ｍＬ使溶解，
作为供试品溶液。取哈巴俄苷对照品，加甲醇制成每１ｍＬ
含１ｍｇ的溶液，作为对照品溶液。取阴性样品３ｇ，同法

制备阴性对照品溶液。精密吸取上述３种溶液各１０μＬ，
分别点于同一硅胶 Ｇ薄层板上，以三氯甲烷 －甲醇 －
水（１２∶４∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）的下层溶液为展开剂，展开，取
出，晾干，喷以５％香草醛硫酸溶液，热风吹至斑点显色
清晰。供试品溶液色谱中，在与对照品溶液色谱相应位

置上显相同颜色的斑点，阴性对照无干扰。详见图１Ｄ。
２．２ 黄芩苷含量测定
２．２．１ 色谱条件

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：甲醇 －０．４％磷酸溶液（４７∶５３，Ｖ／Ｖ）；
流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；检测波长：２８０ｎｍ；进样
量：１０μＬ。
２．２．２ 溶液制备

取黄芩苷对照品２０．７２ｍｇ，精密称定，加７０％乙醇
溶解制成质量浓度为 ２０７．２μｇ／ｍＬ的对照品贮备液。
精密量取贮备液适量，加 ７０％乙醇制成质量浓度为
５１．８μｇ／ｍＬ的对照品溶液。取样品适量，研细，取约１ｇ，
精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入７０％乙醇５０ｍＬ，
称定质量，超声处理 １ｈ，放冷，再称定质量，用 ７０％乙
醇补足减失的质量，摇匀，滤过，取续滤液，作为供试品

溶液。按处方比例和工艺制备不含黄芩饮片的阴性样

品，并按供试品溶液制备方法制备阴性对照品溶液。

２．２．３ 方法学考察

专属性试验：取上述 ３种溶液各 １０μＬ，按拟订色
谱条件进样测定，记录色谱图。结果见图２，阴性对照无
干扰，表明方法专属性良好。

线性关系考察：精密吸取对照品贮备液 ０．５，１．０，
２．０，３．０，４．０ｍＬ，分别置１０ｍＬ容量瓶中，用７０％乙醇
稀释至刻度，摇匀，按拟订色谱条件进样测定。以对照品

质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进
行线性回归，得回归方程 Ｙ＝２０．８２５Ｘ＋６２９．５，ｒ＝
０．９９９９牗ｎ＝５牘。结果表明，黄芩苷质量浓度在１０．３６～
８２．８８μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

·质量研究·
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取样量（ｇ）

０．５０３２
０．５０４４
０．５０６７
０．５０８２
０．５０２４
０．５０６３

样品含量（ｍｇ）

０．９２５４
０．９２７６
０．９３１８
０．９３４６
０．９２３９
０．９３１１

加入量（ｍｇ）

１．０３６
１．０３６
１．０３６
１．０３６
１．０３６
１．０３６

测得值（ｍｇ）

１．９４７
１．９４６
１．９３５
１．９７０
１．９５５
１．９６７

回收率（％）

９８．６１
９８．３０
９６．８３
９９．９４
９９．５２
９９．９９

Ｘ（％）

９８．８７

ＲＳＤ（％）

１．２３

１．黄芩苷

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液
图２ 黄芩苷高效液相色谱图

ｍＡＵ

０ ２ ４ ６ ８ １０ １２
ｔ／ｍｉｎ

ｍＡＵ

０ ２ ４ ６ ８ １０ １２
ｔ／ｍｉｎ

ｍＡＵ

０ ２ ４ ６ ８ １０ １２
ｔ／ｍｉｎ

５００

４００

３００

２００

１００

０

５００

４００

３００

２００

１００

０

１

１

Ａ Ｂ Ｃ

７０
６０
５０
４０
３０
２０
１０
０

表１ 黄芩苷加样回收试验结果（ｎ＝６）

精密度试验：精密吸取上述对照品溶液，按拟订色

谱条件连续进样 ６次测定。结果黄芩苷色谱峰面积的
ＲＳＤ为１．１０％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。
稳定性试验：取同一批（批号为２０１８０３１９）样品，依

法制备供试品溶液，按拟订色谱条件，分别于０，４，８，１０，
１２，２４ｈ时进样测定。结果黄芩苷峰面积的 ＲＳＤ为
１．９０％（ｎ＝６），表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。

重复性试验：取同一批（批号为２０１８０３１９）样品６份，
依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定。结果

黄芩苷含量的 ＲＳＤ为０．９０％（ｎ＝６），表明方法重复性
良好。

加样回收试验：取已知含量的同一批（批号为

２０１８０３１９）样品６份，各０．５ｇ，精密称定，分别加入对照
品贮备液５ｍＬ，再精密加入７０％乙醇４５ｍＬ。按拟订方
法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定，计算回

收率。结果见表１。

２．２．４ 样品含量测定

取 ３批 （批 号 分 别 为 ２０１８０３１９，２０１８０１１０，
２０１８０５２３）样品，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件
进样测定，计算黄芩苷含量。结果３批样品中黄芩苷含
量分别为１．８３９，１．９０４，１．７８０ｍｇ／ｇ。
２．３ 大黄素和大黄酚含量测定
２．３．１ 色谱条件

色谱柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：甲醇（Ｃ）－０．１％磷酸溶液（Ｄ），梯度洗
脱牗０～２０ｍｉｎ时 ６０％Ｃ→４０％Ｄ，２０～３５ｍｉｎ时６０％Ｃ→
４０％Ｄ，３５～５５ｍｉｎ时８０％Ｃ→２０％Ｄ牘；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；

柱温：３０℃；检测波长：２５４ｎｍ；进样量：１０μＬ。
２．３．２ 溶液制备

取大黄素对照品１６．７５ｍｇ，精密称定，大黄酚对照
品１６．７７ｍｇ，置同一容量瓶中，加甲醇溶解制成质量浓
度分别为 ３３．５０，３３．５４μｇ／ｍＬ的混合对照品贮备液；
分别精密吸取混合对照品贮备液适量，加甲醇稀释成质

量浓度分别为８．３７５，８．３８５μｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。
取样品适量，研细，取约 １０ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶
中，加８％盐酸溶液３０ｍＬ，超声处理２ｍｉｎ，再加三氯甲
烷３０ｍＬ，加热回流１ｈ，放冷，置分液漏斗中，用少量三
氯甲烷洗涤容器，洗液并入分液漏斗中，分取三氯甲烷

层，酸液再用三氯甲烷提取５次，每次１０ｍＬ，合并三氯
甲烷液，蒸干，残渣加甲醇使溶解，转移至２０ｍＬ容量瓶
中，加甲醇稀释至刻度，滤过，摇匀，即得供试品溶液。按

处方比例和工艺制备不含大黄饮片的阴性样品，按供试

品溶液制备方法制备阴性对照品溶液。

２．３．３ 方法学考察

专属性试验：取上述 ３种溶液各 １０μＬ，按拟订色
谱条件进样测定，记录色谱图。结果见图３，阴性对照无
干扰，表明方法专属性良好。

线性关系考察：精密吸取混合对照品贮备液 １．０，
２．０，４．０，６．０，８．０ｍＬ，分别置 １０ｍＬ容量瓶中，用甲醇
稀释至刻度，摇匀。按拟订色谱条件测定。以对照品质量

浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线
性回归，得回归方程 Ｙ大 黄 素 ＝１１．２１Ｘ＋２０．４９（ｒ＝
０．９９９９），Ｙ大黄酚＝１１．２７Ｘ＋２２．９３（ｒ＝０．９９９９）。结果表
明，大黄素、大黄酚质量浓度分别在３．３５～２６．８０μｇ／ｍＬ
和３．３５４～２６．８３μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取混合对照品溶液，按拟订色谱

条件测定连续进样 ６次。结果大黄素峰面积的 ＲＳＤ为
１．５０％（ｎ＝６），大黄酚峰面积的 ＲＳＤ为１．７０％（ｎ＝６），
表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一批（批号为２０１８０３１９）样品，依法
制备供试品溶液，按拟订色谱条件，分别于 ０，３，９，１２，
１８，２４ｈ时进样测定。结果大黄素峰面积的 ＲＳＤ为
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取样量（ｇ） 样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得值（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

Ａ
５．０１２７
５．０３４２
５．０６７７
５．０２４１
５．０６９６
５．０７４２

Ｂ
５．０１２７
５．０３４２
５．０６７７
５．０２４１
５．０６９６
５．０７４２

Ａ
０．０１６５
０．０１６６
０．０１６７
０．０１６６
０．０１６７
０．０１６７

Ｂ
０．０２６５
０．０２６６
０．０２６８
０．０２６５
０．０２６８
０．０２６８

Ａ
０．０１６８
０．０１６８
０．０１６８
０．０１６８
０．０１６８
０．０１６８

Ｂ
０．０２７５
０．０２７５
０．０２７５
０．０２７５
０．０２７５
０．０２７５

Ａ
０．０３２７
０．０３３０
０．０３２９
０．０３２９
０．０３３０
０．０３３０

Ｂ
０．０５３５
０．０５４３
０．０５３５
０．０５３６
０．０５４１
０．０５４２

Ａ
９６．４３
９７．６２
９６．４３
９７．０２
９７．０２
９７．０２

Ｂ
９８．１８
１００．７３
９７．０９
９８．５５
９９．２７
９９．６４

Ａ

９７．４２

Ｂ

９８．９１

Ａ

１．０８

Ｂ

１．２７

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

３５
３０
２５
２０
１５
１０
５
０

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０ ４５

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

８０

６０

４０

２０

０
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０ ４５

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

８０

６０

４０

２０

０
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５ ４０ ４５

Ａ Ｂ Ｃ

１ ２ ２
１

１．６０％（ｎ＝６），大黄酚峰面积的 ＲＳＤ为１．４０％（ｎ＝６），
表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。

重复性试验：取同一批（批号为２０１８０３１９）样品６份，
依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定。结果

大黄素含量的 ＲＳＤ为 １．６０％（ｎ＝６），大黄酚含量的
ＲＳＤ为１．６０％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
加样回收试验：取已知含量的同一批（批号为

２０１８０３１９）样品６份，每份约５ｇ，精密称定，再取大黄素、
大黄酚对照品适量，精密称定，加甲醇溶解制成每１ｍＬ
含大黄素８．４２１μｇ、大黄酚１３．７４２μｇ的对照品混合溶
液，精密吸取对照品混合溶液２ｍＬ，依法制备供试品溶液，
按拟订色谱条件进样测定，计算回收率。结果见表２。
２．３．４ 样品含量测定

取 ３批 （批 号 分 别 为 ２０１８０３１９，２０１８０１１０，
２０１８０５２３）样品，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件
进样测定，记录峰面积，并计算大黄素和大黄酚含量。结

果 ３批样品中大黄素含量分别为 ０．０３３０，０．０４４０，
０．０２９９ｍｇ／ｇ，大黄酚含量分别为 ０．０５２８，０．０３８６，
０．０４９６ｍｇ／ｇ。
３ 讨论

３．１ ＴＬＣ鉴别
黄芩：分别考察５０％甲醇、７５％甲醇和甲醇作为提

取溶剂，采用加热回流、超声方法提取，提取时间分别为

０．５，１．０，１．５ｈ，考察乙酸乙酯 －甲酸 －水（９∶１∶１，Ｖ／
Ｖ／Ｖ）、乙酸乙酯 －丁酮 －甲酸 －水（５∶３∶１∶１，Ｖ／Ｖ／
Ｖ／Ｖ）、乙酸乙酯 －丁酮 －醋酸 －水（１０∶７∶５∶３，Ｖ／

Ｖ／Ｖ／Ｖ）的上层溶液 ３种展开剂。结果以甲醇为溶剂，
超声处理３０ｍｉｎ，乙酸乙酯 －甲酸 －水（９∶１∶１，Ｖ／Ｖ／
Ｖ）为展开剂所得溶液的ＴＬＣ图斑点清晰，分离度好，阴
性对照无干扰。

冰片：分别采用正己烷、石油醚（３０～６０℃）作为提
取溶剂，采用振摇、超声方法提取，提取时间分别为 ５，
１０，３０ｍｉｎ。结果以石油醚（３０～６０℃）超声１０ｍｉｎ提取
得到的ＴＬＣ图斑点清晰，分离度好，结果稳定。
３．２ 含量测定

黄芩苷：分别考察 ５０％乙醇、７０％乙醇、乙醇作为
提取溶剂，采用加热回流和超声方法提取，提取时间分

别为 ０．５，１．０，１．５ｈ，考察甲醇 －０．１％磷酸溶液（４７∶
５３，Ｖ／Ｖ）、甲醇－用磷酸调节ｐＨ至２．７的０．０５ｍｏｌ／Ｌ
磷酸二氢钠溶液（４２∶５８，Ｖ／Ｖ）犤１０犦和乙腈－用三乙胺调
节 ｐＨ至 ５．０的 ０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾溶液（１４∶８６，
Ｖ／Ｖ）犤１１犦３种流动相。结果以７０％乙醇超声处理１ｈ，甲
醇－０．１％磷酸溶液（４７∶５３，Ｖ／Ｖ）为流动相得到的色
谱图峰形对称，分离度大于１．５。

大黄素和大黄酚：分别考察甲醇 －０．１％磷酸溶液
和 ０．０５％的磷酸水溶液 －乙腈犤１２犦２种流动相，选用等
度和梯度 ２种洗脱方式。结果以甲醇 －０．１％磷酸为流
动相的梯度洗脱，大黄素和大黄酚理论板数高，峰形对

称，分离度大于１．５。
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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３ 大黄高效液相色谱图

表２ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

注：Ａ为大黄素，Ｂ为大黄酚。
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