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高效液相色谱法同时测定和肝利胆颗粒中３种黄酮类成分含量

吴远波，吴克勤，刘宇政，王 伟，吴 靓，张 鸿△

（江西省医学科学院，江西 南昌 ３３０００６）
摘要：目的 建立同时测定和肝利胆颗粒中柚皮苷、新橙皮苷、黄芩苷３种黄酮类成分含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ
ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈 －０．２％磷酸溶液（２０∶８０，Ｖ／Ｖ），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２８３ｎｍ，柱
温为２０℃，进样量为１０μＬ。结果 柚皮苷、新橙皮苷、黄芩苷的进样量分别在０．０３９９８～０．７９９６０μｇ，０．０３９９４～０．７９８８０μｇ，０．０９９５８～
１．９９１６０μｇ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ≥０．９９９５，ｎ＝６）；精密度、重复性、稳定性试验的 ＲＳＤ均不超过２．０％（ｎ＝６）；平均回收
率分别为１０１．２６％，９８．７４％，９８．０８％，ＲＳＤ分别为１．２１％，０．７８％，１．２６％（ｎ＝６）。结论 该方法操作简便，结果准确，重复性好，可用

于同时测定和肝利胆颗粒中柚皮苷、新橙皮苷、黄芩苷３种黄酮类成分的含量。
关键词：高效液相色谱法；和肝利胆颗粒；柚皮苷；新橙皮苷；黄芩苷；含量测定
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和肝利胆颗粒是由金钱草、茵陈、枳壳（炒）、黄芩等

８味中药制成的颗粒剂，具有清热利湿、舒肝理气功效，
用于治疗急性黄疸型肝炎、慢性肝炎活动期、急慢性胆

囊炎犤１犦，是治疗肝胆病的常用药犤２犦。现行标准收载于《中

华人民共和国卫生部药品标准·中药成方制剂（第七

册）》犤１犦，但仅有化学鉴别项，无含量测定项，质量控制水

平低，难以有效控制产品质量。枳壳、黄芩为方中主药，

枳壳的有效成分为柚皮苷、新橙皮苷犤３犦２４６，黄芩的有效

成分为黄芩苷犤３犦３０１，均为黄酮类成分，且含量较高，均为

药材的质控指标。参考文献犤４－６犦，柚皮苷、新橙皮
苷、黄芩苷可在同一条件下被检识。已有对黄芩中的黄

芩苷犤７犦，对栀子、黄芩中的栀子苷和黄芩苷犤２犦，以及对和

肝利胆糖浆中柚皮苷犤８犦含量测定的报道，但尚未见同时

检测枳壳、黄芩中多种黄酮类成分的研究。本研究中建

立了同时测定和肝利胆颗粒中柚皮苷、新橙皮苷、黄芩

苷３种黄酮类成分含量的高效液相色谱法。现报道如下。
１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＵｌｔｉＭａｔｅ３０００型高效液相色谱仪
（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司牘，配有四元梯度泵、ＷＰＳ－
３０００ＳＬ型自动进样器、ＴＣＣ－３０００ＲＳ型柱温箱、ＤＡＤ－
３０００型检测器；ＥＸ１２５ＺＨ型电子天平（精度为十万分之一），
ＦＲ１２４ＣＮ型电子天平（精度为万分之一），均购自奥豪斯仪
器有限公司；ＫＱ－５００Ｅ型超声波清洗器（昆山市超声仪器有
限公司，功率为５００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）；ＤＫ－９８－ⅡＡ型电
热恒温水浴锅（天津市泰斯特仪器有限公司）。

１．２ 试药

柚皮苷对照品（批号为 １１０７２２－２０１８１５，含量为
９１．７％，中国食品药品检定研究院）；新橙皮苷对照品
（批号为 ｗｋｑ２００２０４０２，含量为 ９９．０％），黄芩苷对照品

·检验检测·
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１．柚皮苷 ２．新橙皮苷 ３．黄芩苷

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．缺枳壳阴性样品溶液 Ｄ．缺黄芩阴性样品溶液
图１ 高效液相色谱图

１．ｎａｒｉｎｇｉｎ ２．ｎｅｏｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ ３．ｂａｉｃａｌｉｎ

Ａ．Ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．ＮｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎｌａｃｋｉｎｇＦｒｕｃｔｕｓａｕｒａｎｔｉｉ

Ｄ．ＮｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎｌａｃｋｉｎｇＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

（批号为 ｗｋｑ２００１０９０８，含量为 ９８．７％），均购自四川省
维克奇生物科技有限公司；和肝利胆颗粒（企业Ａ，批号
分 别 为 １８１０３２，１９０３４５，２００２１５；企 业 Ｂ，批 号 为
９Ｈ０１０９７２０５７；企业 Ｃ，批号分别为１９０２０１，１９１２０１）；乙
腈为色谱纯，水为娃哈哈纯净水，其他试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：乙腈 －０．２％磷酸溶液（２０∶８０，Ｖ／Ｖ）；
流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２８３ｎｍ；柱温：２０℃；进样
量：１０μＬ。在此色谱条件下，供试品溶液色谱中，柚皮
苷、新橙皮苷、黄芩苷峰的分离度均大于１．５，理论板数
按柚皮苷峰计不低于５０００。色谱图见图１。
２．２ 溶液制备

分别取柚皮苷对照品、新橙皮苷对照品、黄芩苷

对照品适量，精密称定，用甲醇溶解，制成含柚皮苷、

新橙皮苷、黄芩苷质量浓度分别为 ３９９．８１，３９９．４４，
４９７．８９μｇ／ｍＬ的对照品贮备液。分别精密量取上述贮
备液各适量，置同一容量瓶中，加甲醇稀释，制成含柚皮

苷、新橙皮苷、黄芩苷质量浓度分别为 ３９．９８，３９．９４，
９９．５８μｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。取样品，研细，取２ｇ，精
密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入７０％甲醇５０ｍＬ，称定
质量，超声（功率为５００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）处理３０ｍｉｎ，
放冷，再称定质量，用７０％甲醇补足减失的质量，摇匀，
滤过，取续滤液，即得供试品溶液。按样品处方比例制备

不含枳壳和黄芩的阴性样品，按供试品溶液制备方法分

别制备缺枳壳和黄芩的阴性样品溶液。

２．３ 方法学考察

专属性试验：分别取 ２．２项下 ３种溶液各 １０μＬ，
按２．１项下色谱条件注入液相色谱仪测定，并记录色谱
图。结果柚皮苷、新橙皮苷、黄芩苷均能与其他杂质峰基

线分离，阴性样品溶液对测定结果均无干扰。

线性关系考察：精密吸取对照品溶液１，３，５，８，１０，
２０μＬ，按２．１项下色谱条件注入液相色谱仪测定，以峰

面积（Ｙ）为纵坐标、对照品进样量（Ｘ，μｇ）为横坐标进
行线性回归，得回归方程 Ｙ柚 ＝２６．０８９０Ｘ柚 ＋０．４７９４
（ｒ＝０．９９９５，ｎ＝６），Ｙ新 ＝２９．０１９０Ｘ新 ＋０．３７９０（ｒ＝
０．９９９５，ｎ＝６），Ｙ黄＝５２．１０９０Ｘ黄－０．３９９４（ｒ＝０．９９９８，
ｎ＝６）。结果表明，柚皮苷、新橙皮苷、黄芩苷的进样量分别
在 ０．０３９９８～０．７９９６０μｇ，０．０３９９４～０．７９８８０μｇ，
０．０９９５８～１．９９１６０μｇ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 １０μＬ，按
２．１项下色谱条件连续进样测定 ６次，记录色谱图。结
果柚皮苷、新橙皮苷、黄芩苷峰面积的 ＲＳＤ分别为
０．１５％，０．１５％，０．１４％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批（批号为 ９Ｈ０１０９７２０５７）样
品，按 ２．２项下方法平行制备供试品溶液 ６份，按 ２．１
项下色谱条件进样测定，记录色谱图，分别计算含量。结

果柚皮苷、新橙皮苷、黄芩苷的平均含量分别为０．８５５，
０．７９３，２．９４２ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ分别为１．０２％，０．７８％，０．６０％
（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

稳定性试验：取重复性试验项下供试品溶液，分别

于０，２，４，８，１２，２４ｈ时按２．１项下色谱条件进样测定，
记录色谱图，并计算 ＲＳＤ。结果柚皮苷、新橙皮苷、黄芩苷
峰面积的 ＲＳＤ分别为０．７８％，０．８２％，０．６６％（ｎ＝６），
表明供试品溶液在室温条件下２４ｈ内稳定。

加样回收试验：取同一批（批号为９Ｈ０１０９７２０５７）已
知含量样品适量，研细，平行取 ６份，每份 １ｇ，精密称
定，分别精密加入柚皮苷对照品贮备液、新橙皮苷对照

品贮备液各 ２ｍＬ，黄芩苷对照品贮备液 ６ｍＬ，按
２．２项下方法制备供试品溶液，进样测定，并计算加样
回收率。结果见表１。

耐用性试验：考察了不同品牌色谱柱（ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘ
ＳＢＣ１８柱、ＣａｐｃｅｌｌＰａｋＣ１８柱、ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＳｙｎｃｒｏｎｉｓ
Ｃ１８柱）对检测结果的影响，结果供试品溶液在 ３种色
谱柱上均能得到较好分离；考察了不同柱温（２０，２５，
３０℃）对检测结果的影响，结果柱温对色谱行为有较大
影响，柱温在２０℃时分离效果最佳；考察了不同比例流动

·检验检测·
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成分

柚皮苷

新橙皮苷

黄芩苷

取样量

（ｇ）

１．００２２
１．００２６
１．０００４
１．００１３
１．００２０
１．００２４
１．００２２
１．００２６
１．０００４
１．００１３
１．００２０
１．００２４
１．００２２
１．００２６
１．０００４
１．００１３
１．００２０
１．００２４

样品含量

（ｍｇ）

０．８５６９
０．８５７２
０．８５５３
０．８５６１
０．８５６７
０．８５７１
０．７９４７
０．７９５１
０．７９３３
０．７９４０
０．７９４６
０．７９４９
２．９４８５
２．９４９６
２．９４３２
２．９４５８
２．９４７９
２．９４９１

加入量

（ｍｇ）

０．７９９６
０．７９９６
０．７９９６
０．７９９６
０．７９９６
０．７９９６
０．７９８９
０．７９８９
０．７９８９
０．７９８９
０．７９８９
０．７９８９
２．９８７３
２．９８７３
２．９８７３
２．９８７３
２．９８７３
２．９８７３

测得量

（ｍｇ）

１．６５０１
１．６７５２
１．６６０２
１．６７６５
１．６６７１
１．６６８４
１．５８０８
１．５８９７
１．５８２５
１．５７５８
１．５９２０
１．５７８８
５．８２０１
５．８９１８
５．９２５７
５．８５６４
５．８８２４
５．８８７１

回收率

（％）

９９．２０
１０２．３０
１００．６６
１０２．６０
１０１．３５
１０１．４６
９８．４０
９９．４６
９８．７９
９７．８６
９９．８１
９８．１２
９６．１３
９８．４９
９９．８４
９７．４３
９８．２３
９８．３５

Ｘ
（％）

１０１．２６

９８．７４

９８．０８

ＲＳＤ
（％）

１．２１

０．７８

１．２６

企业

Ａ
Ａ
Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｃ

批号

１８１０３２
１９０３４５
２００２１５
９Ｈ０１０９７２０５７
１９０２０１
１９１２０１

柚皮苷

１５．７８
１３．６８
８．９３
２１．７２
５．１４
３．６６

新橙皮苷

１６．０１
１３．５４
９．０６
２０．１４
３．２０
１．７４

黄芩苷

５１．９２
５２．４２
６５．０６
７４．７６
１８．５２
１３．０４

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｓ（ｎ＝６）

表２ 每袋和肝利胆颗粒样品含量测定结果（ｍｇ）
Ｔａｂ．２ Ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆｔｈｒｅｅｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｉｎ ｅａｃｈ ｂａｇｏｆ

ＨｅｇａｎＬｉｄａｎＧｒａｎｕｌｅｓ（ｍｇ）

·检验检测·
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相乙腈－０．２％磷酸溶液（１８∶８２，２０∶８０，２２∶８２，２５∶７５，
３０∶７０，Ｖ／Ｖ）对检测结果的影响，结果使用前３种比例
的流动相均能达到分离要求，使用后２种比例的流动相
时柚皮苷峰与杂质峰无法有效分离，故最终选择乙腈－
０．２％磷酸溶液（２０∶８０，Ｖ／Ｖ）作为流动相。
２．４ 样品含量测定

取６批样品适量，研细，取２ｇ，精密称定，按２．２项
下方法制备供试品溶液，按 ２．１项下色谱条件进样测
定，记录峰面积并计算含量。结果见表２。

３ 讨论

３．１ 波长选择

采用二极管阵列检测器在 １９０～４００ｎｍ波长范围
检测犤９－１０犦，结果最大吸收波长柚皮苷和新橙皮苷均为

２８３ｎｍ，黄芩苷为 ２７７ｎｍ。样品中柚皮苷、新橙皮苷的
含量相对较低，为了提高柚皮苷、新橙皮苷的检测灵敏

度，故检测波长选择２８３ｎｍ。在此波长下，３种黄酮类成
分的色谱峰形均较好，检测灵敏度均能达到检测要求，

且无其他杂质峰干扰。

３．２ 提取条件选择

选择超声提取６０ｍｉｎ，对不同提取溶剂（３０％甲醇、
５０％甲醇、７０％甲醇、甲醇）进行考察，以样品中柚皮苷、
新橙皮苷、黄芩苷的综合提取率为指标，结果以７０％甲
醇为提取溶剂时，３种成分的提取效果最佳。对不同提
取方式（超声处理和加热回流提取）和不同提取时间

（１５，３０，４５，６０ｍｉｎ）进行考察，最终确定提取条件为
７０％甲醇超声提取３０ｍｉｎ。
３．３ 流动相选择

比较甲醇－磷酸溶液和乙腈－磷酸溶液下柚皮苷、
新橙皮苷、黄芩苷的峰形和分离效果，结果以乙腈 －
０．２％磷酸溶液（２０∶８０，Ｖ／Ｖ）为流动相时，样品中３种
成分均能有效分离，且峰形较好，符合方法学要求。

３．４ 方法评价

试验中测得各企业生产的产品中 ３种黄酮类成分
含量差异较大，这可能与投料时药材的质量及生产工艺

的质量控制有关，故控制该３种黄酮类成分的含量对于
保证产品的质量有积极意义。本研究中建立的方法操作

简便，结果准确，重复性好，可用于同时测定样品中柚皮

苷、新橙皮苷、黄芩苷的含量。
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