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高效液相色谱法同时测定茵栀黄制剂中４种有效成分含量

张 伟，孙亦钊，张娟娟，黄妍妍，王世林，陈 林△，尹震花

（黄河科技学院·郑州市天然产物合成生物学重点实验室，河南 郑州 ４５００６３）
摘要：目的 建立同时测定茵栀黄颗粒、口服液、胶囊中绿原酸、黄芩苷、栀子苷、木犀草素４种有效成分含量的高效液相色谱法。方法 色谱

柱为 ＸｔｅｒｒａＭＳＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为０．１％甲酸溶液（Ａ）－乙腈（Ｂ），梯度洗脱（０～１０ｍｉｎ时１０％Ｂ～３０％Ｂ，１０～
２５ｍｉｎ时３０％Ｂ），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２５４ｎｍ，柱温为３０℃，进样量为１０μＬ。结果 茵栀黄颗粒、口服液、胶囊中绿原酸、

黄芩苷、栀子苷、木犀草素进样量分别在０．０１２６５～０．３０３６０μｇ、０．８０８～６．４６４μｇ、０．０６３１２～０．３７８７２μｇ、０．００５３３～０．１０６５０μｇ范
围内与峰面积线性关系良好（ｒ＞０．９９９０），检测限分别为０．１２，２．６４，０．１８，０．３３ｎｇ，定量限分别为 ０．２７，７．６６，０．４２，０．８１ｎｇ，精密度、
重复性、稳定性试验的 ＲＳＤ均小于 ３．０％（ｎ＝６），平均回收率分别为 ９９．４６％，９８．８６％，９８．６０％，９９．２５％，ＲＳＤ分别为 ０．９４％，
１．４０％，１．３０％，０．８９％（ｎ＝６）。绿原酸、黄芩苷、栀子苷、木犀草素的含量，茵栀黄颗粒中分别为３．６６１，７７．０４３，３．１０２，０．７６０ｍｇ／ｇ，茵
栀黄胶囊中分别为２７．８５９，７８０．４３３，１５．０３０，４．５８９ｍｇ／ｇ，茵栀黄口服液中分别为 ０．８３７，５３．９９８，２．０４７，０．５１０ｍｇ／ｍＬ。结论 该方法

操作简便，灵敏度高，重复性好，稳定可靠，可用于同时测定茵栀黄制剂中绿原酸、黄芩苷、栀子苷、木犀草素的含量。

关键词：茵栀黄制剂；高效液相色谱法；绿原酸；黄芩苷；栀子苷；木犀草素；含量测定
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茵栀黄制剂包括口服液、颗粒、软胶囊、泡腾片、胶

囊等剂型，是由茵陈、栀子、黄芩、金银花 ４味中药的提
取物制成的常用中成药制剂，由张仲景传统中医名方

“茵陈蒿汤”加减药味组方犤１犦，具有清热解毒、利湿退黄

功效，用于治疗肝胆湿热所致黄疸，症见面目悉黄、胸胁胀

痛、恶心呕吐、小便黄赤及急、慢性肝炎见上述证候者犤２犦，

临床用于治疗新生儿生理性和病理性黄疸、黄疸型肝炎

等疗效较好犤３－４犦。方中，茵陈主要含有绿原酸、香豆精、

咖啡酸等成分，为治疗肝胆疾病的主要有效成分犤５犦；栀

子主要有效成分为环烯醚萜苷类化合物，如栀子苷、有

机酸类等犤６犦；黄芩主要有效成分为黄酮类化合物，如黄

芩苷和黄芩素、汉黄芩苷和汉黄芩素犤７犦；金银花主要有

效成分为有机酸类、黄酮类、皂苷类、鞣质等化学成分犤８犦。

茵栀黄制剂现行质量标准为 ２０１５年版《中国药典（一
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部）》收载的茵陈、栀子、黄芩、金银花提取物的质量标

准，分别以对羟基苯乙酮、栀子苷、黄芩苷、绿原酸为指

标进行质量控制。目前，主要对茵栀黄颗粒和口服液中

的有效成分犤９－１４犦进行研究，对比分析缺少茵栀黄胶囊制剂

中有效成分及不同制剂中的有效成分含量。本研究中采用

高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定茵栀黄 ３种制剂颗粒剂、
口服液、胶囊剂中 ４种有效成分绿原酸、黄芩苷、栀子
苷、木犀草素的含量，并比较各制剂中的含量差异，为深

入研究茵栀黄制剂的质量标准提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５型高效液相色谱仪（美国Ｗａｔｅｒ公司）；
ＡＧ２８５型电子分析天平（瑞士梅特勒－托利多公司，精度
为十万分之一）；ＫＱ－５００ＤＥ型数控超声波清洗器
（昆山市超声仪器有限公司，功率为５００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）。
１．２ 试药

绿原酸对照品（批号为ＲＰ１９０５３１），木犀草素对照品
（批号为ＲＰ１８１１０６），黄芩苷对照品（批号为ＲＰ１９０６２４），
栀子苷对照品（批号为 ＲＰ１９０６２９），均购自成都麦德生
科技有限公司，规格为每支 ２０ｍｇ，纯度≥９８．００％；茵
栀黄口服液犤北京新华润高科天然药物有限公司，批号为
１９１０１４，规格为每支１０ｍＬ（含黄芩苷０．４ｇ）犦；茵栀黄胶囊
（四川百利药业有限公司，批号为 １９１１０２，规格为每粒
０．３３ｇ牘；茵栀黄颗粒（鲁南厚普制药有限公司，批号为
０９１９０４６１，规格为每袋３ｇ牘；乙腈（色谱纯，赛默飞世尔科
技＜中国＞有限公司）；甲醇、甲酸（均为分析纯，天津市
科密欧化学试剂有限公司）；水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：ＸｔｅｒｒａＭＳＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动
相：０．１％甲酸溶液（Ａ）－乙腈（Ｂ），梯度洗脱（０～１０ｍｉｎ时
１０％Ｂ～３０％Ｂ，１０～２５ｍｉｎ时３０％Ｂ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；
检测波长：２５４ｎｍ；柱温：３０℃；进样量：１０μＬ。在此色
谱条件下，各成分色谱峰基线分离，与相邻色谱峰的分

离度大于１．５。色谱图见图１。
２．２ 溶液制备

取绿原酸、栀子苷、黄芩苷、木犀草素对照品各适

量，精密称定，分别加甲醇制成质量浓度为 １０１．２，
１０５．２，４０４．０，８５．２μｇ／ｍＬ的对照品贮备液；精密量取
上述对照品贮备液各适量，置 ２５ｍＬ容量瓶中，加甲醇
定容，摇匀，即得质量浓度分别为２０．２４，２９．４６，４８．４８，
１１．９３μｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。取茵栀黄胶囊内容物
３０．７８ｍｇ、茵栀黄颗粒４６．３６ｍｇ，精密称定，精密量取茵栀
黄口服液 ８０μＬ，分别置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇
５０ｍＬ，密塞，称定质量，超声处理（功率为 ３００Ｗ，频率

为 ４０ｋＨｚ）２０ｍｉｎ，冷却至室温，再称定质量，用甲醇补
足减失的质量，摇匀，经 ０．２２μｍ微孔滤膜滤过，取续
滤液，即得供试品溶液。

２．３ 方法学考察

线性关系考察犤２，１０犦与检测限、定量限确定：分别精

密吸取２．２项下绿原酸、栀子苷、木犀草素对照品贮备
液各适量，置容量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，即得质量

浓度分别为 ２５．３０，３１．５６，１０．６５μｇ／ｍＬ的对照品溶
液。分别精密吸取上述对照品溶液 ０．５，１．０，２．０，４．０，
６．０，８．０，１０．０，１２．０μＬ，精密吸取黄芩苷对照品贮备液
１，２，４，８，１２，１６μＬ，分别注入液相色谱仪，按２．１项下色
谱条件进样测定，以峰面积（Ｙ）为纵坐标、进样量（Ｘ，μｇ）
为横坐标绘制标准曲线。用甲醇逐级多步稀释对照品溶

液，并逐一进样，以信噪比（Ｓ／Ｎ）为３时的含量为检测
限，以 Ｓ／Ｎ为１０的含量为定量限。结果见表１。

精密度试验：取 ２．２项下混合对照品溶液适量，按
２．１项下色谱条件连续进样测定 ６次，记录峰面积。结
果见表１，表明仪器精密度良好。

重复性试验：取茵栀黄颗粒，依法制备供试品溶液，

共６份，按２．１项下色谱条件进样测定。结果见表１，表
明方法重复性良好。

稳定性试验：取茵栀黄颗，依法制备供试品溶液，分

别于室温下放置０，４，８，１２，１６，２４ｈ时按２．１项下色谱
条件进样测定，记录峰面积。结果见表１，表明供试品溶
液在室温下放置２４ｈ内稳定。

加样回收试验：取已知含量的茵栀黄颗粒，研细，每

０ ２ ４ ６ ８ １０ １２ １４ １６ １８ ２０ ２２
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Ｂ

ＡＵ

１
１０．４２３

２
１２．２４０

４
２２．２３４

３
１９．１８１０．５５

０．５０
０．４５
０．４０
０．３５
０．３０
０．２５
０．２０
０．１５
０．１０
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１．绿原酸 ２．栀子苷 ３．黄芩苷 ４．木犀草素
Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液牗茵栀黄胶囊牘

图１ 系统适用性试验高效液相色谱图

１．ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ２．ｂａｉｃａｌｉｎ ３．ｇｅｎｉｐｏｓｉｄｅ ４．ｌｕｔｅｏｌｉｎ
Ａ．Ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ（ＹｉｎｚｈｉｈｕａｎｇＣａｐｓｕｌｅ）

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｓｙｓｔｅｍ ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ
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成分

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ

回归方程

Ｙ＝９５１２６４Ｘ－２２９５．５
Ｙ＝７７７４１１Ｘ－５８４０．８
Ｙ＝１０１２２１４４．１５Ｘ－５３６１１．６０
Ｙ＝３１０９８２８．４５Ｘ－３０８５．３９

ｒ

０．９９９７
０．９９９６
０．９９９９
１．００００

线性范围（μｇ）

０．０１２６５～０．３０３６０
０．０６３１２～０．３７８７２
０．８０８００～６．４６４００
０．００５３３～０．１０６５０

定量限（ｎｇ）

０．２７
０．４２
７．６６
０．８１

检测限（ｎｇ）

０．１２
０．１８
２．６４
０．３３

精密度试验

１．１２
１．０５
０．６４
０．５３

ＲＳＤ（％，ｎ＝６）

重复性试验

１．０３
２．０１
１．９５
２．０３

稳定性试验

０．９３
１．３５
１．１５
１．２４

样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

Ａ
０．１４６８
０．１４６５
０．１４６３
０．１４７３
０．１４７６
０．１４６９

Ｂ
１．２４４２
１．２４１４
１．２３９２
１．２４８２
１．２５０４
１．２４４５

Ｃ
３０．９０１９
３０．８３２６
３０．７７８７
３１．００２１
３１．０５６０
３０．９０９７

Ｄ
０．３０４８
０．３０４２
０．３０３６
０．３０５８
０．３０６４
０．３０４９

Ａ
０．２０２１
０．２０２１
０．２０２１
０．２０２１
０．２０２１
０．２０２１

Ｂ
１．００４３
１．００４３
１．００４３
１．００４３
１．００４３
１．００４３

Ｃ
２５．０１４３
２５．０１４３
２５．０１４３
２５．０１４３
２５．０１４３
２５．０１４３

Ｄ
０．４０１５
０．４０１５
０．４０１５
０．４０１５
０．４０１５
０．４０１５

Ａ
０．３４９５
０．３４７２
０．３４９１
０．３４９６
０．３４６１
０．３４５９

Ｂ
２．２４９４
２．２３０１
２．２２８６
２．２２４４
２．２２７２
２．２４９５

Ｃ
５５．２５２４
５５．２６１２
５５．３１４７
５６．０９６２
５６．２１５１
５５．７２２０

Ｄ
０．７０２１
０．７０６５
０．７０１５
０．７０８６
０．６９９８
０．７０２１

Ａ
１００．２８
９９．３０
１００．３７
１００．０９
９８．２３
９８．４８

Ｂ
１００．０９
９８．４４
９８．５１
９７．２０
９７．２６
１００．０７

Ｃ
９７．３５
９７．６６
９８．０９
１００．３２
１００．５８
９９．１９

Ｄ
９８．９４
１００．２１
９９．１０
１００．３２
９７．９９
９８．９３

Ａ

９９．４６

Ｂ

９８．６０

Ｃ

９８．８６

Ｄ

９９．２５

Ａ

０．９４

Ｂ

１．３０

Ｃ

１．４０

Ｄ

０．８９

表１ 茵栀黄制剂中４种有效成分方法学考察结果
Ｔａｂ．１ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｉｎＹｉｎｚｈｉｈｕａｎｇｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ

注：Ａ为绿原酸，Ｂ为栀子苷，Ｃ为黄芩苷，Ｄ为木犀草素。表２和表３同。
Ｎｏｔｅ牶Ａｉｓｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ牞Ｂｉｓｂａｉｃａｌｉｎ牞Ｃｉｓｇｅｎｉｐｏｓｉｄｅ牞ａｎｄＤｉｓｌｕｔｅｏｌｉｎ牞ａｓｗｅｌｌａｓＴａｂ．２ａｎｄＴａｂ．３．

表２ 茵栀黄颗粒中４种有效成分加样回收试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．２ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｏｆｆｏｕｒａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｉｎＹｉｎｚｈｉｈｕａｎｇＧｒａｎｕｌｅ（ｎ＝６）

取样量

（ｇ）

０．４０１１
０．４００２
０．３９９５
０．４０２４
０．４０３１
０．４０１２

批号

０９１９０４６１牗ｍｇ／ｇ牘

１９１１０２牗ｍｇ／ｇ牘

１９１０１４牗ｍｇ／ｍＬ牘

Ａ
３．６６１
２７．８５９
０．８３７

Ｂ
３．１０２
１５．０３０
２．０４７

Ｃ
７７．０４３
７８０．４３３
５３．９９８

Ｄ
０．７６０
４．５８９
０．５１０

表３ ３批样品中４种有效成分含量测定结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ．３ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ

ｉｎｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝３）

份０．４ｍｇ，精密称定，共６份，置具塞锥形瓶中，分别精
密加入适量按２．２项下方法新制备的混合对照品溶液，
按 ２．１项下色谱条件进样测定，记录峰面积，并计算加
样回收率。结果见表２。
２．４ 样品含量测定

取茵栀黄颗粒、胶囊、口服液各适量，依法制备供试品

溶液，按２．１项下色谱条件进样测定３次，并计算 ４种
有效成分的含量。结果见表３。

３ 讨论

３．１ 流动相选择

参考文献犤１５－１６犦，以０．１％甲酸溶液 －乙腈为流
动相，比较了不同配比流动相对各色谱峰分离度、出峰

时间、峰形等的影响。按 ２．１项下梯度洗脱程序，绿原
酸、栀子苷、黄芩苷、木犀草素的色谱峰峰形良好，出峰时

间短，基线平稳，柱压低。故最终选择０．１％甲酸溶液－
乙腈为流动相。

３．２ 检测波长选择

２０１５年版《中国药典（一部）》中规定绿原酸、栀子
苷、黄芩苷、木犀草素检测波长分别为 ３２５，２３８，２８０，

３６０ｎｍ。于 ２３８，２５４，３２５，３６０ｎｍ波长处供试品溶液均
可检测到绿原酸、栀子苷、黄芩苷、木犀草素，但在

２５４ｎｍ波长处 ４种有效成分均有较强吸收，且峰形良
好，基线平稳，故最终选择２５４ｎｍ为检测波长。
３．３ 含量测定结果分析

２０１５年版《中国药典（一部）》中规定每１ｍＬ茵栀黄
口服液中含黄芩苷３４～４６ｍｇ，栀子苷不得少于０．８０ｍｇ；
每粒茵栀黄胶囊中含黄芩苷 １２０．０～１４７．０ｍｇ，栀子
苷不得少于 １．６ｍｇ，绿原酸不得少于 １．２ｍｇ；每袋茵
栀黄颗粒中含黄芩苷 １８０～２２０ｍｇ，栀子苷不得少于
３．０ｍｇ，绿原酸不得少于 １．８ｍｇ犤２犦。本研究中茵栀黄口
服液、颗粒、胶囊中绿原酸和栀子苷的含量均符合规定，

而黄芩苷的含量略高。这可能与提取方法、检测条件、标

准品来源等不同有关。另外，茵栀黄制剂是由４种提取
物组成，不同含量组合制成的制剂，测定每种制剂中相

应化合物的含量与测定其中的含量略有不同，也会与本

研究结果有一定误差。

３．４ 方法评价

该方法操作简单，灵敏度高，重复性好，稳定可靠，

可用于同时测定茵栀黄颗粒、口服液、胶囊中绿原酸、栀

子苷、黄芩苷、木犀草素４种有效成分的含量，同时可为
后续研究茵栀黄制剂中的有效活性成分提供参考。
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