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高效液相色谱法测定痔复康颗粒中黄芩苷含量

陈 锋 １，孟庆海 ２，赖新华 １，徐晓梅 １，林晓春 １，李庆德 １，郑锦坤 １△

（１．广东省粤北人民医院，广东 韶关 ５１２０２６； ２．南京中医药大学，江苏 南京 ２１００２３）
摘要：目的 建立测定痔复康颗粒中黄芩苷含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法 色谱柱为ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＡＱ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ），流动相为乙腈（Ａ）－０．１％甲酸水溶液（Ｂ），梯度洗脱，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３５℃，检测波长为２５４ｎｍ，进样量为１０μＬ。

结果 黄芩苷质量浓度在 ５～３２０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９９９）；平均加样回收率为 １００．１４％，ＲＳＤ为 ０．９８％
（ｎ＝６）；黄芩苷的平均含量为０．８３４５ｍｇ／ｇ。结论 该方法高效、准确、可靠，可用于痔复康颗粒黄芩苷含量的测定。
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痔复康颗粒为粤北人民医院的特色医院制剂（粤药

制字Ｚ２００７１５３５），有２０多年的临床实践基础，由黄芩、
槐米、黄芪、当归、大黄、柴胡、升麻、甘草等药材组方，具

有清热利湿、润肠通便、消肿止痛、益气生肌之功效，临

床用于治疗痔核脱垂、肛门肿痛，以及便秘、便血等症。

方中黄芩为君药，味苦，性寒，归肺、胆、脾、大肠、小肠

经，具有清热燥湿、泻火解毒、止血、安胎犤１犦的功效。黄芩

苷为黄芩主要活性成分之一犤２犦，具有多种药理作用，如

消炎、解热、抗病毒、抗肿瘤、抗菌等作用犤３－１４犦。２０１５年
版《中国药典（一部）》将黄芩苷作为黄芩的质量控制指

标犤１犦。本研究中采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定痔复
康颗粒中黄芩苷含量，以完善其质量标准。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ａｇｉｌｅｎｔ１２００型高效液相色谱仪牗包括四元泵、自动

进样器、柱温箱、ＤＡＤ检测器及ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎＡ．１０．０２色
谱工作站，美国安捷伦公司；ＣＰＡ２２５Ｄ型电子天平（德
国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司，精度为０．１ｍｇ）；ＭＩＣＲＯ－１７Ｒ型冷冻
离心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；Ｍｉｌｌｉ－ＱＡｄｖａｖｔａｇｅＡ１０型

超纯水机（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＷＨ－２微型旋涡混合
仪（上海沪西分析仪器厂）。

１．２ 试药
痔复康颗粒（粤北人民医院制剂室，批号分别为

１７０６０９，１７１１０９，１８０７０２，１８０９２５）；黄芩苷对照品（中国
食品药品检定研究院，批号为 １１０７１５－２０１８２１）；水为
超纯水，甲醇、乙腈、甲酸为色谱纯，其他试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＡＱ－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）；柱温：３５℃；检测波长：２５４ｎｍ；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；
进样量：１０μＬ；流动相：乙腈（Ａ）－０．１％甲酸水溶液
（Ｂ），梯度洗脱，０～７ｍｉｎ时５％Ａ，７～１７ｍｉｎ时１５％Ａ，
１７～２２ｍｉｎ时２７％Ａ，２２～３０ｍｉｎ时３２％Ａ，３０～３６ｍｉｎ
时７０％Ａ。
２．２ 溶液制备

对照品溶液：取黄芩苷对照品适量，精密称定，加入５０％
甲醇溶解并定容，配制成黄芩苷质量浓度为３２０μｇ／ｍＬ的
对照品溶液。依次进行倍比稀释，配成７个不同质量浓度
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取样量（ｇ）

０．５
０．５
０．５
０．５
０．５
０．５

样品含量（μｇ）

４４７
４４７
４４７
４４７
４４７
４４７

加入量（μｇ）

４５０
４５０
４５０
４５０
４５０
４５０

测得量（μｇ）

８９１．６
８９２．９
９０１．２
８９９．３
８９８．４
９０２．３

回收率（％）

９８．８０
９９．０９
１００．９３
１００．５１
１００．３１
１０１．１８

Ｘ（％）

１００．１４

ＲＳＤ（％）

０．９８

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１ 高效液相色谱图

Ａ Ｂ Ｃ

ｍＡＵ
１４０
１２０
１００
８０
６０
４０
２０
０ ｔ／ｍｉｎ

１
ｍＡＵ

１４０
１２０
１００
８０
６０
４０
２０
０ ｔ／ｍｉｎ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５

１

０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

３５００
３０００
２５００
２０００
１５００
１０００
５００
０
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０ ３５

表１ 黄芩苷加样回收试验结果（ｎ＝６）（３２０，１６０，８０，４０，２０，１０，５μｇ／ｍＬ）的系列对照品溶液。
供试品溶液：取样品颗粒，研细，取约 １ｇ，精密称

定，置具塞锥形瓶中，精密加入 ５０％甲醇１０ｍＬ，密塞，
称定质量，超声处理（功率为１４０Ｗ，频率为４２ｋＨｚ）１ｈ，放
冷，再称定质量，用上述 ５０％甲醇补足减失的质量，摇
匀，滤过，即得。

阴性对照品溶液：按样品处方比例，称取缺黄芩的

其余药材，并按生产工艺制备缺黄芩的阴性样品，按供

试品溶液制备方法制备缺黄芩的阴性对照品溶液。

２．３ 方法学考察
专属性试验：分别精密吸取上述溶液各 １０μＬ，按

拟订色谱条件进样测定，记录色谱图。结果供试品溶液

色谱图中，在与对照品溶液色谱相应位置上有相同保留

时间的色谱峰，而阴性对照无干扰，表明专属性良好。色

谱图见图１。
线性关系考察：精密吸取２．２项下系列对照品溶液

１０μＬ，按拟订色谱条件进样测定，以质量浓度（Ｘ）为横
坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标。绘制标准曲线，得黄芩苷的
回归方程 Ｙ＝１２．７８５Ｘ＋２２．０９６（ｒ＝０．９９９９）。结果表
明，黄芩苷质量浓度在５～３２０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积
线性关系良好。

精密度试验：取黄芩苷对照品溶液，按拟订色谱条

件进样测定，重复进样６次，记录峰面积。结果黄芩苷峰面
积的 ＲＳＤ为０．７９％牗ｎ＝６牘，表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取同一批（批号为１７０６０９）样品，依法
制备供试品溶液，分别于０，４，８，１２，２４ｈ时按拟订色谱
条件进样测定。结果黄芩苷峰面积的 ＲＳＤ为 １．２６％
牗ｎ＝５牘，表明供试品溶液在２４ｈ内稳定性良好。
重复性试验：取同一批（批号为１７０６０９）样品，依法

平行制备供试品溶液６份，按拟订色谱条件进样测定，
记录峰面积，计算含量。结果黄芩苷含量的 ＲＳＤ为
１．１０％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量（０．８９４ｍｇ／ｇ）的同一批
（批号为 １７０６０９）样品 ０．５ｇ，精密称定，依法制备供试
品溶液，精密加入对照品溶液适量，按拟订色谱条件进

样测定，计算回收率。结果见表１。

２．４ 样品含量测定
样品牗批号分别为１７０６０９，１７１１０９，１８０７０２，１８０９２５牘，

依法制备供试品溶液，分别进样 １０μＬ，按拟订色谱条
件进样测定，计算样品中黄芩苷的含量。结果 ４批样品
中黄芩苷含量分别为０．８９４，０．７２５，０．８８８，０．８３１ｍｇ／ｇ，
平均含量为０．８３４５ｍｇ／ｇ。
３ 讨论

３．１ 检测波长选择
取黄芩苷对照品溶液，在２００～５００ｎｍ波长范围内

扫描，最大吸收波长为 ２５４ｎｍ，且在 ２５４ｎｍ波长处得
到的峰形、峰高最适宜，故选择２５４ｎｍ作为检测波长。
３．２ 流动相选择

本研究中考察乙腈－甲酸水溶液、甲醇－水、乙腈－
水、甲醇－磷酸水溶液、甲醇－甲酸水溶液、乙腈－磷酸
水溶液等洗脱体系。经比较发现，乙腈－０．１％甲酸水溶
液的分离效果较佳，故选择其作为洗脱体系，并优化得

到最佳洗脱程序，黄芩苷的保留时间为２４．４ｍｉｎ。
３．３ 提取溶剂和提取时间确定

本研究中比较了甲醇溶液（１００％，５０％，１０％，含
５％浓氨试液）及乙醇溶液（１００％，５０％，１０％，含５％浓
氨试液）提取的效果，结果以５０％甲醇溶液提取时效果
最好，待测成分提取率相对较高。本研究中还考察了超

声提取时间为３０，６０，９０ｍｉｎ时待测成分含量随时间的
变化情况，在６０，９０ｍｉｎ时，成分含量未见明显变化，故
确定超声时间为６０ｍｉｎ。
３．４ 方法评价

本研究中建立的ＨＰＬＣ法高效、准确、可靠，选择的
指标成分贴近该制剂的主要药味及功能主治，可为完善

·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ


