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清热止痢合剂质量标准提升研究
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摘要：目的 提升清热止痢合剂的质量标准。方法 采用薄层色谱（ＴＬＣ）法对清热止痢合剂中的白头翁、儿茶、关黄柏、黄连、黄芩进行定
性鉴别；采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定没食子酸、葛根素、芍药苷、黄芩苷的含量。结果 白头翁、儿茶、关黄柏、黄连、黄芩ＴＬＣ特征斑点
清晰，分离度好，专属性强；没食子酸、葛根素、芍药苷、黄芩苷的质量浓度分别在４．５５７１～４１．０１４３μｇ／ｍＬ，３．４５００～３１．０５００μｇ／ｍＬ，
１０．９０７１～９８．１６４３μｇ／ｍＬ，１８．５０００～１６６．５０００μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ≥ ０．９９９４），平均加样回收率分别为
１００．４３％，１００．７１％，９８．２８％，１００．６５％，ＲＳＤ分别为 ０．８６％，１．６０％，０．８４％，１．１６％牗ｎ＝６牘。结论 该方法准确可靠，重复性好，可用

于清热止痢合剂的质量控制。
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犤７犦陈前锋，邓小艳，祝慧凤．ＨＰＬＣ法测定不同产地党参中党参
炔苷和丁香苷的含量犤Ｊ犦．食品工业科技，２０１６，３７（６）：６４－６７．

犤８犦宋 丹，王峥涛，李隆云，等．党参炔苷对胃溃疡模型大鼠胃黏膜
损伤保护作用的研究犤Ｊ犦．中国中医急症，２００８，１７（７）：９６３－９６４．

犤９犦杨 静，苏 强，刘恩荔，等．不同产地党参苍术内酯Ⅲ和党
参炔苷含量测定犤Ｊ犦．山西医科大学学报，２０１０，４１（８）：６９８－７０２．

犤１０犦冯亚静，王晓霞，庄鹏宇，等．党参的化学成分研究犤Ｊ犦．中国
中药杂志，２０１７，４２（１）：１３５－１３９．

犤１１犦胡春阳，戴 迪，穆希琼，等 ．以党参炔苷和紫丁香苷为指
标成分的纹党与白条党的鉴别犤Ｊ犦．时珍国医国药，２０１８，

２９（８）：１８８２－１８８５．
犤１２犦李雪莹，魏运姣，何小龙，等 ．ＨＰＬＣ法同时测定健儿膏中 ８

种成分犤Ｊ犦．中成药，２０２０，４２（３）：５７９－５８３．
犤１３犦胡 涛．不同生长年限与采收期川党参中主要成分含量的

比较研究犤Ｊ犦．药学研究，２０１７，３６（１０）：５７１－５７４．
牗收稿日期：２０２０－０６－０７牘

清热止痢合剂为首都医科大学附属北京中医医院

的院内制剂，由白头翁、地榆、儿茶、关黄柏、黄连、黄芩、

葛根、白芍等多味中药组方，具有清热解毒、凉血止痢功

效，临床用于湿热毒邪积滞肠腑证，症见腹痛、腹泻、肛

门灼热、身热、口苦口黏。本研究中采用薄层色谱（ＴＬＣ）
法对制剂中的白头翁、儿茶、关黄柏、黄连、黄芩进行定

性鉴别犤１－３犦，采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定没食子
酸、葛根素、芍药苷、黄芩苷的含量，为其质量控制提供

参考犤４－１２犦。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ｌ－２０００型高效液相色谱仪，包括Ｌ－２４５５ＤＡＤ型
检测器、Ｌ－２２００ＣｏｏｌｉｎｇＵｎｉｔ型自动进样器、Ｌ－２１３０
型四元泵牗株式会社日立制作所牘；ＣＰＡ２２５Ｄ型电子天
平（赛多利斯科学仪器有限公司，精度十万分之一）；

ＳＨＢ－Ⅲ型循环水式多用真空泵（郑州长城科工贸有限
公司）；ＫＱ２２００ＤＶ型数控超声波清洗器（昆山市超声仪
器有限公司，功率为２００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）；ＪＹ０２Ｓ型紫外

·检验检测·
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Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
１．对照药材溶液 ２，２′．对照品溶液 ３－５．供试品溶液

Ａ．白头翁 Ｂ．儿茶 Ｃ．关黄柏、黄连 Ｄ．黄芩
图１ 薄层色谱图

１．ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍａｔｅｒｉａｌｓｏｌｕｔｉｏｎ ２，２′．ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ３－５．ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ
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分析仪（北京君意东方电泳设备有限公司）；ＢＧＺ－１４０型
电热鼓风干燥箱（上海博迅实业有限公司医疗设备厂）。

１．２ 试药

白头翁对照药材（批号为 １２１６１５－２０１６０３），儿茶
对照药材（批号为 １２１３９７－２０１５０２），盐酸小檗碱对照
品（批号为１１０７１３－２０１２１２，纯度为８６．７％），黄芩素对
照品（批号为 １１５９５－２０１６０７，纯度为 ９８．５％），汉黄芩
素对照品（批号为１１１５１４－２０１３０４，纯度为９３．３％），没
食子酸对照品（批号为 １１０８３１－２０１６０５，纯度为
９０．８％），葛根素对照品（批号为１１０７５２－２０１３１３，纯度
为９８．５％），芍药苷对照品（批号为１１０７３６－２０１３３７，纯
度为９４．９％），黄芩苷对照品（批号为１１０７１５－２０１３１８，
纯度为 ９８．５％），均购自中国食品药品检定研究院；清
热止痢合剂（北京市临床药学研究所，批号分别为

２０１９１２００７，２０１９１２００８，２０１９１２０１０）；甲醇、乙腈（色谱
纯，赛默飞世尔科技有限公司）；乙酸、甲酸、硫酸、甲苯

（分析纯，北京市通广精细化工公司）；乙醇、乙酸乙酯、

异丙醇、正丁醇、乙醚（分析纯，北京化工厂）；纯化水自制。

２ 方法与结果

２．１ ＴＬＣ鉴别
白头翁：取样品１０ｍＬ，加甲醇１０ｍＬ，超声处理牗功

率为 ２００Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）１０ｍｉｎ，滤过，取续滤液作
为供试品溶液。另取白头翁对照药材１ｇ，同法制成对照
药材溶液。照２０１５年版《中国药典（四部）》ＴＬＣ法（附录
ⅥＢ）试验，吸取上述２种溶液各５μＬ，分别点于同一硅
胶Ｇ薄层板上，以正丁醇－醋酸－水（４∶１∶２，Ｖ／Ｖ／Ｖ）的
上层溶液为展开剂，展开，取出，晾干，喷１０％硫酸乙醇
溶液，１０５℃加热至斑点显色清晰。结果供试品溶液色
谱中，在与对照药材溶液色谱相应位置上显相同颜色的

斑点。详见图１Ａ。

儿茶：取样品１０ｍＬ，加乙醚３０ｍＬ，超声处理（功率
为２００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）１０ｍｉｎ，滤过，滤液蒸干，残渣
加甲醇５ｍＬ使溶解，作为供试品溶液。另取儿茶对照药
材１ｇ，同法制成对照药材溶液。照２０１５年版《中国药典
（四部）》ＴＬＣ法（附录ⅥＢ）试验，吸取上述 ２种溶液
各５μＬ，分别点于同一硅胶 Ｇ薄层板上，以正丁醇 －醋
酸－水（３∶２∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂，展开，取出，晾干，
喷１０％硫酸乙醇溶液，加热至斑点显色清晰。结果供试
品溶液色谱中，在与对照药材溶液色谱相应位置上显相

同颜色的斑点。详见图１Ｂ。
关黄柏、黄连：取样品１０ｍＬ，蒸干，加甲醇２５ｍＬ，超

声处理（功率为２００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，滤过，滤液
作为供试品溶液。另取盐酸小檗碱对照品，加甲醇制成

每１ｍＬ含０．５ｍｇ的溶液，作为对照品溶液。照２０１５年版
《中国药典（四部）》ＴＬＣ法（附录ⅥＢ）试验，吸取上述
２种溶液各２μＬ，分别点于同一硅胶Ｇ薄层板上，以环己
烷－乙酸乙酯－异丙醇－甲醇－水－三乙胺（３∶３．５∶１∶
１．５∶０．５∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开剂，置浓氨试液预
饱和１５ｍｉｎ的展开缸内，展开，取出，晾干，置紫外光灯
（３６５ｎｍ）下检视。结果供试品溶液色谱中，在与对照品溶
液色谱相应位置上显相同颜色的荧光斑点。详见图１Ｃ。

黄芩：取样品１０ｍＬ，加乙酸乙酯－甲醇（３∶１，Ｖ／Ｖ）
的混合溶液 ３０ｍＬ，加热回流 ３０ｍｉｎ，放冷，滤过，滤液
蒸干，残渣加甲醇５ｍＬ使溶解，取上清液作为供试品溶
液。取黄芩素对照品、汉黄芩素对照品，分别加甲醇制成每

１ｍＬ含０．５ｍｇ的溶液，作为对照品溶液。照２０１５年版《中国
药典（四部）》ＴＬＣ法（附录ⅥＢ）试验，吸取上述３种溶液各
５μＬ，分别点于同一硅胶 Ｇ薄层板上，以甲苯－乙酸乙
酯 －甲醇 －甲酸（１０∶３∶１∶２，Ｖ／Ｖ／Ｖ／Ｖ）为展开
剂，预饱和３０ｍｉｎ，展开，取出，晾干，喷５％三氯化铁乙

２ ３ ４ ５ ２′
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成分

没食子酸

葛根素

芍药苷

黄芩苷

回归方程

Ｙ＝１４０７１．９Ｘ－１０８３．５
Ｙ＝１６０９０．２Ｘ－４７０８．３
Ｙ＝５０１．４Ｘ－１６３３．９
Ｙ＝７１２４．７Ｘ－１４８９１．０

ｒ
０．９９９９
０．９９９９
０．９９９４
０．９９９８

线性范围（μｇ／ｍＬ）

４．５５７１～４１．０１４３
３．４５００～３１．０５００
１０．９０７１～９８．１６４３
１８．５０００～１６６．５０００

ＡＵ
０．２５

０．２０

０．１５

０．１０

０．０５

０

０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０ ７０
ｔ／ｍｉｎ

１
６．７７

２
２４．９５

３
５４．６７
４

Ａ
ＡＵ

０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０ ７０
ｔ／ｍｉｎ

Ｂ

１．没食子酸 ２．葛根素 ３．芍药苷 ４．黄芩苷

Ａ．供试品溶液 Ｂ．混合对照品溶液
图２ 高效液相色谱图

１．ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ ２．ｐｕｅｒａｒｉｎ ３．ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ４．ｂａｉｃａｌｉｎ

Ａ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．２ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

０．０８

０．０６

０．０４

０．０２

０

６．７９
１

２
２５．０５

３
２８．２８

５５．１２
４

２８．３３

表１ 各成分线性关系考察结果牗ｎ＝６牘
Ｔａｂ．１ Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｅａｃｈｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ牗ｎ＝６牘
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醇溶液，置日光下检视。结果供试品溶液色谱中，在与对照

品溶液色谱相应位置上显相同颜色的斑点。详见图１Ｄ。
２．２ 含量测定

２．２．１ 色谱条件

色谱柱：ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
流动相：甲醇（Ａ）－０．１％乙酸水溶液（Ｂ），梯度洗脱
（０～１５ｍｉｎ时 １０％Ａ→２５％Ａ，１５～４５ｍｉｎ时 ２５％Ａ→
４０％Ａ，４５～７５ｍｉｎ时４０％Ａ→５５％Ａ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；
检测波长：２６５ｎｍ；柱温：３０℃；进样量：１０μＬ。
２．２．２ 溶液制备

混合对照品溶液：取没食子酸、葛根素、芍药苷、黄

芩苷对照品适量，精密称定，分别置 ５ｍＬ容量瓶中，加
甲醇溶解并稀释至质量浓度为３１９，４８３，５０９，２５９μｇ／ｍＬ
的对照品贮备液，精密量取上述对照品贮备液适量，加

甲醇定容，摇匀，制成质量浓度分别为 ４５．５７，３４．５０，
１０９．０７，１８５．００μｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。

供试品溶液：精密量取样品 １ｍＬ，置具塞锥形瓶
中，加甲醇稀释１００倍，密塞，称定质量，超声提取（功率
为 ２２０Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，放冷，甲醇补足减失
的质量，摇匀，０．４５μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。
２．２．３ 方法学考察

系统适用性试验：取 ２．２．２项下各溶液适量，按
２．２．１项下色谱条件测定，色谱图见图２。结果各成分色

谱峰分离度均大于１．５，理论板数大于５０００，供试品溶
液色谱峰与对照品溶液色谱峰保留时间基本一致。

线性关系考察：精密吸取混合对照品溶液 ０．５，
１．０，２．０，３．０，４．０，４．５ｍＬ，分别置５ｍＬ容量瓶中，加甲
醇稀释至刻度，摇匀，按２．２．１项下色谱条件进样测定，
记录各成分峰面积。以质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标、
峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，绘制各组分标准曲
线，并计算回归方程和相关系数。结果见表１。

检测限与定量限确定：取混合对照品溶液适量，倍

比稀释，按２．２．１项下色谱条件连续进样，记录峰面积，
当信噪比为３∶１时为检测限，当信噪比为１０∶１时为定
量限。结果没食子酸、葛根素、芍药苷、黄芩苷的检测限

分别为０．０６０８，０．０４６０，０．７２７１，１．２３３３μｇ／ｍＬ，定量
限分别为０．１８２３，０．１３８０，２．１８１４，３．７０００μｇ／ｍＬ。

精密度试验：精密吸取混合对照品溶液 １０μＬ，按
２．２．１项下色谱条件连续进样 ６次，记录峰面积。结果
没食子酸、葛根素、芍药苷、黄芩苷峰面积的 ＲＳＤ分别
为０．７２％，１．６３％，１．６５％，１．６２％（ｎ＝６），表明仪器精
密度良好。

重复性试验：取同一批（批号为 ２０１９１２００７）样品 ６
份，依法制备供试品溶液，按 ２．２．１项下色谱条件进样
测定，记录峰面积。结果没食子酸、葛根素、芍药苷、黄芩

苷含量的 ＲＳＤ分别为 １．１７％，２．４３％，２．２９％，１．６８％
（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

稳定性试验：取同一批（批号为 ２０１９１２００７）样品 ６
份，依法制备供试品溶液，分别于制备后０，３，６，１２，２４，
４８ｈ时按 ２．２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积。
结果没食子酸、葛根素、芍药苷、黄芩苷峰面积的 ＲＳＤ
分别为１．７２％，２．２９％，２．８２％，１．８８％（ｎ＝６），表明供
试品溶液在４８ｈ内稳定。

加样回收试验：精密量取样品（批号为２０１９１２００７）
６份，各 ０．５ｍＬ，分别加入样品中各成分含量为 ８０％，
１００％，１２０％的混合对照品溶液适量，制备成低、中、高
浓度的供试品溶液，再按 ２．２．１项下色谱条件进样测
定，计算各成分的回收率。结果见表２。
２．２．４ 样品含量测定

取 ３批 （批 号 分 别 为 ２０１９１２００７，２０１９１２００８，
２０１９１２０１０）样品，分别制备供试品溶液，各批次平行制
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成分

没食子酸

葛根素

芍药苷

黄芩苷

样品含量（ｍｇ）

０．４１１５
０．４１１５
０．４１１５
０．４１１５
０．４１１５
０．４１１５
０．９７４９
０．９７４９
０．９７４９
０．９７４９
０．９７４９
０．９７４９
６．１８６８
６．１８６８
６．１８６８
６．１８６８
６．１８６８
６．１８６８
２．３６０５
２．３６０５
２．３６０５
２．３６０５
２．３６０５
２．３６０５

加入量（ｍｇ）

０．３２９２
０．３２９２
０．４１１５
０．４１１５
０．４９３８
０．４９３８
０．７７９９
０．７７９９
０．９７４９
０．９７４９
１．１６９９
１．１６９９
４．９４９４
４．９４９４
６．１８６８
６．１８６８
７．４２４２
７．４２４２
１．８８８４
１．８８８４
２．３６０５
２．３６０５
２．８３２６
２．８３２６

测得量（ｍｇ）

０．７４２９
０．７４６６
０．８２０５
０．８２１４
０．９０７１
０．９０８９
１．７８２９
１．７６７１
１．９４７９
１．９５１７
２．１４０５
２．１３８４
１１．００２６
１１．０３６０
１２．２９９４
１２．２３７５
１３．５８３８
１３．４７４９
４．２４０４
４．２３１９
４．７６３５
４．７６８２
５．２１９１
５．２０８７

回收率（％）

１００．６７
１００．７９
９９．３９
９９．６１
１００．３６
１００．７３
１０３．６０
１０１．５８
９９．８１
１００．１９
９９．６３
９９．４５
９７．３０
９７．９８
９８．８０
９７．８０
９９．６３
９８．１７
９９．５５
９９．１０
１０２．００
１０１．１０
１００．９２
１００．５５

Ｘ（％）

１００．４３

１００．７１

９８．２８

１００．６５

ＲＳＤ（％）

０．８６

１．６０

０．８４

１．１６

欢迎投稿牎 欢迎订阅牎

表２ 加样回收试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．２ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｓ（ｎ＝６）

表３ 样品含量测定结果（ｍｇ／ｍＬ，ｎ＝３）
Ｔａｂ．３ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ（ｍｇ／ｍＬ，ｎ＝３）

批号

２０１９１２００７
２０１９１２００８
２０１９１２０１０

没食子酸

０．８２２９
０．８３０１
０．８２７８

葛根素

１．９４９７
１．９７７８
２．０１００

芍药苷

１２．３７３６
１２．４８５９
１２．４４５６

黄芩苷

４．７２１０
４．３８２９
５．０５５９
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备 ３份，按 ２．２．１项下色谱条件进样测定，计算各成分
含量。结果见表 ３。
３ 讨论

本研究中通过筛选样品的提取方法、展开剂种类和

溶剂比例等条件，最终确定了白头翁、儿茶、关黄柏、黄

连、黄芩的 ＴＬＣ定性鉴别方法。样品的前处理分别考察
不同溶剂比例、提取时间和稀释倍数对各指标成分检测

结果的影响，发现 １００％甲醇提取 ３０ｍｉｎ，稀释 １００倍

时，各指标成分分离度良好且有较好的响应值；考察了

于 ２３５，２５０，２６５，２７５ｎｍ波长处的吸收峰，当吸收波长
为 ２６５ｎｍ时，各指标成分均能出峰，且分离度较好；考
察了甲醇－水、乙腈－水、甲醇 －０．１％磷酸水溶液、甲
醇－０．１％乙酸水溶液、甲醇 －０．０５％乙酸水溶液等不
同流动相系统和梯度洗脱条件，以各色谱峰峰形和分离

度为指标进行比较，发现以甲醇－０．１％磷酸水溶液为
流动相时，各色谱峰分离度和峰形均良好，且基线平稳。

最终确定了没食子酸、葛根素、芍药苷、黄芩苷的含量测

定方法。

综上所述，通过对医院制剂清热止痢合剂的 ＴＬＣ
鉴别方法和含量测定方法的建立，并进行方法学考察，

完善并提升了清热止痢合剂的质量标准。
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