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四黄软膏由大黄、黄芩、黄连、黄柏、冰片5味中药材

组方，主要用于湿热下注所致痔疮、肛裂、肛漏、肛周肿

痛或瘙痒、大便带血，肛管炎见上述证候者。方中，大黄、

黄连、黄柏、黄芩清热解毒，散肿，化瘀止痛；冰片辛香走

窜，散热结，消肿痛，燥湿热，具有去恶生新功效［1］。原方

为云南中医药大学第一附属医院肛肠科钟传珍教授的

经验方，临床应用疗效明显。但原制备工艺过于简单，有

效成分未经提取纯化，载药量低，稳定性较差，质量难以

控制。软膏剂不易准确定量，使用过程中易造成二次交

叉污染，且换药过程中极易造成伤口疼痛，药物残渣滞

留于肛门，不利于痔疮康复［2 - 3］。为此，本研究中将四黄

软膏的剂型改成栓剂，通过正交试验优化了处方药材的

醇提工艺，并建立了控制栓剂的质量标准。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

BSA224S型电子分析天平（德国 Sartorius公司，精
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摘要：目的 优选四黄栓的最佳提取工艺和成型工艺，并建立其质量标准。方法 考察提取时间、提取次数、加溶剂量 3个因素，以出

膏率和盐酸小檗碱含量为综合评价指标设计正交试验，优选最佳提取工艺。选择合适的基质，制备四黄栓。采用薄层色谱法对四黄栓

中大黄、黄连、黄柏、黄芩进行定性鉴别，采用高效液相色谱法测定栓剂中盐酸小檗碱含量。结果 最佳提取条件为加 8倍处方药材量

溶剂，回流提取 3次，每次 1 h；出膏率为 23. 38%，盐酸小檗碱含量为 89. 49 mg / g。以 36型和 38型混合脂肪酸甘油酯（1∶1，m / m）为

基质，制备四黄栓。薄层色谱中，黄连、黄柏、黄芩和大黄的特征斑点显色清晰，阴性对照无干扰。盐酸小檗碱质量浓度在 10. 049～
100. 485 µg / mL范围内与峰面积线性关系良好（R2 = 1. 000 0，n = 6）；平均加样回收率为 101. 72%，RSD 为 0. 98%（n = 6）；精密度、重

复性、稳定性试验的 RSD 均小于 0. 50%（n = 6）。结论 优选出的提取工艺简单合理、稳定可行。所建立的质量标准操作简单、重复性

好，可用于四黄栓的质量控制。
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AbstractAbstract：：Objective To optimize the extraction and molding process of Sihuang Suppository and establish its quality standard.
Methods The orthogonal test was designed with the extraction time，extraction times and solvent amount as investigation indexes
and the extract yield and berberine hydrochloride content as the comprehensive evaluation indexes to optimize the extraction
process. The appropriate matrix was selected to prepare Sihuang Suppository. Rhei Radix et Rhizoma，Coptidis Rhizoma，Phellodendri
Chinensis Cortex and Scutellariae Radix in Sihuang Suppository were identified by thin - layer chromatography（TLC）method，and the
content of berberine hydrochloride in the Sihuang Suppository was determined by high - performance liquid chromatography（HPLC）
method. Results The optimal extraction process was to add 8 times the amount of water，reflux extraction for 3 times and 1 h
each time. The extract yield was 23. 38% and the content of berberine hydrochloride was 89. 49 mg / g. Sihuang Suppository was
prepared with type 36 and type 38 mixed fatty acid glycerides （1∶1，m / m） as the matrix. In the TLC chromatograms，the
characteristic spots of Coptidis Rhizoma，Phellodendri Chinensis Cortex，Scutellariae Radix and Rhei Radix et Rhizoma were clear，
and the negative control had no interference. The mass concentration of berberine hydrochloride had a good linear relationship with
peak area in the range of 10. 049 - 100. 485 µg / mL（R2 = 1. 000 0，n = 6），the average recovery was 101. 72% with an RSD of
0. 98%（n = 6），the RSDs of precision，repeatability and stability tests were less than 0. 50%（n = 6）. Conclusion The optimized
extraction process is simple，reasonable，stable and feasible，and the quality standard established is simple and reproducible，which
can be used for the quality control of Sihuang Suppository.
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度为 0. 1 mg）；R - 300HL型旋转蒸发仪（瑞士步琦有限

公司）；DLSB - / 510型低温冷却液循环泵（巩义市予华

仪器有限责任公司）；DHG - 9140A型电热鼓风干燥箱

（广东泰宏君科学仪器股份有限公司）；SHB - Ⅲ型循环

水式多用真空泵（郑州长城科工贸有限公司）；RBY - A
型融变时限试验仪（上海黄海药检仪器有限公司）；岛

津LC - 20AD型高效液相色谱仪（日本岛津公司），配有

LCsolution工作站，可变波长扫描紫外检测器；硅胶H薄

层板、硅胶G板、聚酰胺薄膜（青岛海洋化工厂）。

1. 2 试药

盐酸小檗碱对照品（批号为 110713 - 201814，纯度

为 86. 8%），大黄对照药材（批号为120984 - 201202），黄
连对照药材（批号为 121752 - 201801），黄芩对照药材

（批号为 120955 - 201810），黄柏对照药材（批号为

121510 - 201807），均购于中国食品药品检定研究院；

大黄酸对照品（批号为DST20081909，纯度为 86. 8%），

黄芩苷对照品（批号为DST200601，纯度不低于 98%），

均购于成都德思特生物技术有限公司；甲醇、乙腈为色

谱纯，其余试剂均为分析纯。

2 方法与结果

2. 1 提取浸膏中盐酸小檗碱含量测定

2. 1. 1 色谱条件［1］

色谱柱：Phenomenex C18 柱（250 mm × 4. 6 mm，

5 µm）；流动相：0. 05 mol / L磷酸二氢钠溶液（每 100 mL
中加十二烷基硫酸钠0. 4 g，加磷酸调pH至4. 0）-乙腈

（50∶50，V / V）；流速：0. 8 mL / min；检测波长：345 nm；
柱温：25 ℃；进样量：10 µL。
2. 1. 2 浸膏粉制备

以 75%乙醇为提取溶剂，于 75 ℃水浴加热，回流提

取，滤液置旋转蒸发仪，回收乙醇，蒸至流浸膏状，转移

至蒸发皿中，置105 ℃恒温箱中烤干，得浸膏粉。

2. 1. 3 溶液制备

取盐酸小檗碱对照品适量，精密称定，加甲醇 -盐

酸溶液（100∶1，V / V），超声处理（功率为 120 W，频率为

65 kHz）20 min至完全溶解，得质量浓度为 0. 19 mg / mL
的对照品溶液。取浸膏粉，研成细粉，混匀，取 0. 1 g，精
密称定，加甲醇 - 盐酸溶液（100∶1，V / V）100 mL，密
塞，称定质量，摇匀，60 ℃水浴加热 15 min使溶解，超声

处理（功率为 120 W，频率为 65 kHz）30 min，放至室温，

擦干锥形瓶外壁的水，称定质量，用甲醇 - 盐酸溶液

（100∶1，V / V）补足减失的质量，摇匀，滤过，取滤液，加

甲醇 -盐酸溶液（100∶1，V / V）稀释5倍，摇匀，以0. 45 µm
微孔滤膜滤过［1］，即得供试品溶液。

2. 1. 4 含量测定

分别取 2. 1. 3项下供试品溶液和对照品溶液，按

2. 1. 1项下色谱条件进样测定，用外标法计算样品中盐

酸小檗碱的含量。

2. 2 制备工艺研究

2. 2. 1 提取工艺优化

正交试验：采用 SPSS 19. 0统计学软件设计正交试

验，以提取时间（因素A）、加溶剂量（因素B）、提取次数

（因素 C）为考察因素，每个因素设计 3个水平，因素与

水平设计见表1。按处方量称取大黄、黄连、黄柏和黄芩4味
药材 9份，正交试验测定出膏率和浸膏中盐酸小檗碱的

含量，以二者为综合指标优选最佳提取工艺。出膏率和

浸膏中盐酸小檗碱含量所占权重分别为 0. 4和 0. 6，综
合评分=出膏率得分 +盐酸小檗碱含量得分［4］。正交试

验设计与结果见表2。方差分析结果见表3。
表1 因素与水平

Tab. 1 Factors and levels of L9（33） orthogonal test

水平

1
2
3

因素A（h）
1. 0
1. 5
2. 0

因素B（倍）

8
10
12

因素C（次）

1
2
3

表2 L9（33）正交试验设计与结果（n = 9）
Tab. 2 Design and results of L9（33）orthogonal test（n = 9）

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1
K2
K3
R

因素

A
1
1
1
2
2
2
3
3
3

95. 25
92. 20
89. 93
5. 32

B
1
2
3
1
2
3
1
2
3

94. 66
90. 92
91. 80
3. 74

C
1
2
3
2
3
1
3
1
2

88. 44
93. 69
95. 24
6. 81

出膏率

（%）

19. 77
20. 91
23. 07
26. 15
20. 04
22. 92
23. 33
22. 12
17. 05

盐酸小檗碱含量

（mg / g）
84. 86
89. 08
89. 63
79. 01
81. 35
77. 02
82. 98
75. 48
84. 48

综合评分

（分）

90. 70
95. 48
99. 56
97. 72
88. 82
90. 85
95. 55
88. 45
85. 79

表3 正交试验方差分析结果

Tab. 3 ANOVA results of orthogonal test

方差来源

截距

A
B
C
总误差

离差平方和

77 083. 97
76. 08
6. 01
89. 77
4. 33

自由度

1
2
2
2
2

均方

77 083. 97
38. 04
3. 00
44. 88
2. 17

F值

35 593. 10
17. 57
1. 39
20. 73

P

> 0. 05
> 0. 05
< 0. 05

注：F0. 05（2，2） = 19，F0. 1（2，2） = 9。
Note：F0. 05（2，2）= 19，F0. 1（2，2）= 9.
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结果分析：由表 2可知，各因素对指标影响程度由

大至小依次为 C > A > B，各因素对提取工艺的影响次

序为A1 > A2 > A3，B1 > B3 > B2，C3 > C2 > C1。由方差分析

结果可知，提取次数对提取结果有显著影响，提取时间

在F0. 1水平对提取结果有显著影响，加溶剂量对提取结

果无显著影响。最终确定处方药材最佳提取工艺为

A1B1C3，即加8倍量处方药材溶剂，回流提取3次，每次1 h。
最佳提取工艺验证：按 10倍处方量称取药材 2份，

按最佳提取工艺进行平行验证试验，计算得平均出膏率

为23. 38%，提取浸膏中盐酸小檗碱含量为89. 49 mg / g，
说明优选的提取工艺合理、稳定、可行。

2. 2. 2 成型工艺研究

基质选择：根据处方药物的性质、常用基质的特

点，本研究中选择评价以含药栓外观形状、硬度、融变

时限为评价指标，以36型、38型、36型 + 38型（1∶1，m / m）
混合脂肪酸甘油酯为栓剂基质进行考察，根据所得栓

剂的外观形状是否光滑圆整、硬度是否适中、融变时限

是否符合规定，选择合适的基质。由表4可知，36型 + 38
型混合脂肪酸甘油酯按 1∶1（m / m）混合时所得的栓剂

外观均匀，软硬适中，融变时限符合 2020年版《中国药

典（四部）》规定。故选择基质为36型 + 38型混合脂肪酸

甘油酯（1∶1，m / m）。
表4 基质筛选

Tab. 4 Screening of the matrix

基质

36型混合脂肪酸甘油酯

38型混合脂肪酸甘油酯

36型 + 38型混合脂肪酸甘油酯（1∶1，m / m）

外观

均匀、光滑

均匀、光滑

均匀、光滑

硬度

较软

较硬

适中

融变时限

30 min内融化

30 min内融化

30 min内融化

置换价测定：取 36型、38型混合脂肪酸甘油酯各

10 g，70 ℃加热熔融后制成不含药粉的空白栓 10粒，称

定质量。取 36型、38型混合脂肪酸甘油酯各 7 g，加热熔

融，根据处方量称取浸膏粉 4. 25 g，少量多次加入，不断

搅匀，于 40 ℃注模，- 5 ℃冷却 20 min，脱模取出，制成

含药粉栓剂 10粒，称定质量。按公式计算本处方的置换

价（DV），DV = W /［G -（M - W）］。其中，G为空白栓的

平均质量；M为含药栓的平均质量；W为每枚栓剂的平

均含药质量。按 G为 1. 696 3 g，M为 1. 814 9 g，W为

0. 425 0 g，计算得DV为1. 39。按公式X =（G -W / DV）× n
（n为预制栓剂枚数）计算制备含药栓所需基质的质量。

若制备 100枚四黄栓剂，需加入理论基质质量为 140 g，
即 36型、38型混合脂肪酸甘油酯各 70 g。实际操作中可

能会有损失，故基质使用量暂定为 150 g，即 36型、38型
混合脂肪酸甘油酯各加入75 g。
2. 2. 3 四黄栓制备［5］

取浸膏粉、冰片，研细，过 100目筛，按处方量称取

浸膏粉 42. 5 g，冰片 12. 5 g，备用。取 36型、38型混合脂

肪酸甘油酯各 75 g，置烧杯中，于 70 ℃水浴加热融化，

少量多次加入浸膏粉，不断搅匀，待温度降至 45 ℃时加

入冰片，搅匀，于 40 ℃条件下注模，- 5 ℃冷却 20 min，
取出，刮去溢出模口部分，脱模，即得四黄栓（批号分别

为2021022101，2021022102，2021022103）。

2. 3 四黄栓质量标准研究

2. 3. 1 薄层色谱鉴别

大黄：取同一批（批号为 2021022103）样品 10枚，将

样品切成小块，混匀，取 1. 8 g（相当于 1枚栓剂的量），

置锥形瓶中，加入甲醇100 mL，超声处理（功率为80 W，

频率为 50 kHz）45 min，滤过，吸取 5 mL滤液，水浴加热

蒸干，残渣加 10 mL纯化水，搅拌溶解，加入 1 mL盐酸，

水浴加热回流 45 min，取出，冷却至室温，转移至分液漏

斗，加 20 mL乙醚，振摇萃取，重复 2次，合并乙醚液，水

浴蒸干，加入 1 mL三氯甲烷使溶解，滤过，即得供试品

溶液［6］。取大黄对照药材 2 g，按供试品溶液制备方法制

备对照药材溶液。取大黄酸对照品适量，加甲醇溶解，

制成质量浓度为 10 mg / mL的对照品溶液［1］。按处方制

备缺大黄的阴性对照药材，按供试品溶液制备方法制

备阴性对照品溶液。按 2020年版《中国药典（四部）》通

则 0502薄层色谱法进行试验，将上述 4种溶液分别点

于同一硅胶H板（黏合剂为羧甲基纤维素钠）上，点样

量为 5 µL，展开剂为石油醚（37 ℃）-乙酸乙酯 -甲酸

（15∶5∶1，V / V / V）的上层液，展开，烘干，用 3%三氯化

铝显色，置紫外光灯（365 nm）下检视［1］。供试品溶液、对

照品溶液、对照药材溶液色谱在相应位置显相同的粉

红色荧光斑点，且缺大黄的阴性对照品溶液色谱无此

斑点。详见图1 A。
黄连、黄柏［1］：取同一批（批号为 2021022103）样品

10枚，切成小块，混匀，取 1. 8 g（相当于 1枚栓剂的量），

置锥形瓶中，加 100 mL 75%乙醇溶液，超声处理（功率

为 120 W，频率为 65 kHz）45 min，放入 - 5 ℃冰箱冷冻

4 h，摇匀，滤过，取续滤液 2 mL，加甲醇 - 盐酸溶液

（100∶1，V / V）稀释，定容于 10 mL容量瓶中，制得供试

品溶液。取黄连、黄柏对照药材粉末（过20目筛）各0. 5 g，
精密称定，置三角瓶中，加 100 mL 75%乙醇溶液，超声

处理（功率为 120 W，频率为 65 kHz）45 min，静置，滤

过，取滤液 20 mL，水浴蒸干，加 2 mL甲醇 - 盐酸溶液

（100∶1，V / V）使溶解，即得对照药材溶液。取盐酸小檗

碱对照品，精密称定，加甲醇 -盐酸溶液（100∶1，V / V），

摇匀，完全溶解，即得质量浓度为 0. 19 mg / mL的盐酸

小檗碱对照品溶液。按处方制备缺黄连、黄柏的阴性对

照药材，按供试品溶液制备方法制备缺黄连、黄柏的阴

性对照品溶液。照 2020年版《中国药典（四部）》通则

0502薄层色谱法进行试验，吸取上述 5种溶液各适量，

点于同一硅胶G板上，点样量为 5 µL，先用浓氨试液预
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饱和 10 min，展开剂为氨水 -甲苯 -乙酸乙酯 -甲醇 -
异丙醇（12. 5∶6∶3∶2∶1. 5，V / V / V / V / V），展开，取出，

烘干，置紫外光灯（365 nm）下检视［1］。供试品溶液与盐

酸小檗碱对照品溶液、黄连对照药材溶液、黄柏对照药

材溶液、缺黄连阴性对照品溶液和缺黄柏阴性对照品

溶液色谱在对应位置显相同的荧光绿色斑点；黄连对

照药材和缺黄柏阴性对照品溶液色谱中还有 2个亮黄

色的斑点，黄柏对照药材和缺黄连的阴性对照品溶液

色谱中无亮黄色斑点，阴性对照无干扰。详见图1 B。
黄芩：取同一批（批号为 2021022103）样品 10枚，计

算平均装量，将样品切成小块，混匀，取 1. 8 g（相当于

1枚栓剂的量），置锥形瓶中，加 75%乙醇 100 mL，超声

处理（功率为 120 W，频率为 65 kHz）45 min，溶解，滤

过，滤液水浴蒸干，残渣加甲醇 5 mL使溶解，滤过，即得

供试品溶液［1］。称取黄芩对照药材 1 g，参照供试品溶液

制备方法制备对照药材溶液。取黄芩苷对照品适量，精

密称定，加甲醇溶液，摇匀，使完全溶解，制成质量浓度

为 1 mg / mL的黄芩苷对照品溶液。按处方制备不含黄

芩的对照阴性药材，按供试品溶液制备方法制备阴性

对照品溶液［1，7］。参照 2020年版《中国药典（四部）》通则

0502薄层色谱法进行试验，将上述 4种溶液分别点于同

一硅胶H板（65 ℃烤箱烘烤30 min）上，点样量为3 µL，先
预饱和 15 min，以正丁醇 -冰醋酸 -水（7∶1∶2，V / V / V）
为展开剂，展开，烘干，喷显色剂三氯化铁，显色，置紫

外光灯（365 nm）下检视［8］。供试品溶液与对照药材溶

液、对照品溶液色谱对应位置上显相同的橘黄色斑点，

且阴性对照无干扰。详见图1 C。
2. 3. 2 盐酸小檗碱含量测定

1）色谱条件［1］

色谱柱：Phenomenex C18 柱（250 mm × 4. 6 mm，

5 µm）；流动相：0. 05 mol / L磷酸二氢钠溶液（每 100 mL
中加 0. 4 g十二烷基硫酸钠，加磷酸调 pH至 4. 0）- 乙

腈（50∶50，V / V）；流速：1. 0 mL / min；柱温：30 ℃；检测

波长：345 nm；进样量：10 µL。
2）溶液制备

取盐酸小檗碱对照品适量，精密称定，加甲醇 -盐

酸溶液（100∶1，V / V）超声（功率为120 W，频率为65 kHz）
20 min至完全溶解，配制成质量浓度为 200. 97 µg / mL
的对照品溶液。取样品 10枚，切碎混匀，取 0. 5 g，精密

称定，置具塞锥形瓶中，加甲醇 -盐酸溶液（100∶1，V / V）
100 mL，密塞，称定质量，超声处理（功率为 120 W，频率

为65 kHz）45 min，放至室温，加甲醇 -盐酸溶液（100∶1，
V / V）补足减失的质量，放入 - 5 ℃冰箱内冷冻4 h，待基

质全部析出，取出，摇匀，迅速滤过，滤液放至室温，用

甲醇 -盐酸溶液（100∶1，V / V）稀释 5倍，即得供试品溶

液［9］。按处方工艺称取缺黄连、黄柏的其余药材，按四黄

栓制备方法制备空白栓剂，按供试品溶液制备方法制

备缺黄连、黄柏的阴性对照品溶液。

3）方法学考察

专属性试验：分别取对照品溶液和供试品溶液各

适量，按 2. 3. 2项下色谱条件进样测定，记录色谱图。结

果盐酸小檗碱峰的理论板数不低于 3 000，阴性对照品

溶液中无干扰峰出现，对照品溶液与供试品溶液中，盐

酸小檗碱峰的保留时间一致，盐酸小檗碱峰周围无干

扰峰，分离度好，方法专属性良好。色谱图见图2。
线性关系考察：取溶液制备项下对照品溶液，加甲

醇 - 盐酸溶液（100∶1，V / V）分别稀释至质量浓度为

10. 049，20. 097，40. 194，60. 291，80. 388，100. 485 µg / mL
的系列溶液，按 2. 3. 2项下色谱条件分别进样测定。以

峰面积（Y）为纵坐标、盐酸小檗碱质量浓度（X，µg / mL）

1. 对照品溶液 2. 供试品溶液 3. 阴性对照品溶液 4，4′. 黄柏、黄连对照药材溶液 5，5′. 缺黄柏、黄连阴性对照品溶液

A. 大黄 B. 黄连、黄柏 C. 黄芩

图1 薄层色谱图（365 nm）
1. Reference solution 2. Test solution 3. Negative reference solution 4，4′. Phellodendri Chinensis Cortex and Coptidis Rhizoma reference medicinal

materials solution 5，5′. Negative reference solution lacking Phellodendri Chinensis Cortex and Coptidis Rhizoma
A. Rhei Radix et Rhizoma B. Coptidis Rhizoma and Phellodendri Chinensis Cortex C. Scutellariae Radix

Fig. 1 TLC chromatograms（365 nm）

A B C
1 2 3 4 1 4 4′ 5 5′ 2 3 1 2 4
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为横坐标进行线性回归，得回归方程Y = 43 307X + 17 865
（R2 = 1. 000 0，n = 6）。结果表明，盐酸小檗碱质量浓度在

10. 049～100. 485 µg / mL范围内与峰面积线性关系良好。

日内、日间精密度试验：分别取线性关系考察项下盐酸

小檗碱对照品溶液（质量浓度为60. 291，10. 049 µg / mL），
按拟订色谱条件 1 d内连续重复进样 6次；连续 3 d，每
天进样测定 2次。结果盐酸小檗碱峰面积的平均值分别

为 2 637 859和 444 360，RSD分别为 0. 06%和 0. 16%
（n = 6），表明仪器日内、日间精密度良好。

重复性试验：取同一批（批号为 2021022103）样品

10枚，切碎，取 6份，每份 0. 5 g，精密称定，依法制备供

试品溶液，按 2. 3. 2项下色谱条件进样测定。结果盐酸

小檗碱含量的平均值为 18. 78 mg / g，RSD为 0. 41%
（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，按

2. 3. 2项下色谱条件分别于 4，8，12，16，20，24 h时进样

测定。结果峰面积的平均值为 834 180，RSD为 0. 19%
（n = 6），表明供试品溶液在室温下24 h内稳定性良好。

加样回收试验：取盐酸小檗碱含量为 18. 82 mg / g
的样品（批号为 20210212103）6份，精密称定，根据栓剂

样品中盐酸小檗碱含量，按 1∶1（m / m）加入对照品溶

液，依法制得供试品溶液，按 2. 3. 2项下色谱条件进样

测定。结果见表5。
表5 盐酸小檗碱加样回收试验结果（n = 6）

Tab. 5 Results of recovery test of berberine hydrochloride（n = 6）

称样量（g）
0. 348 2
0. 356 6
0. 354 5
0. 349 1
0. 351 4
0. 348 7

样品含量（mg）
6. 546 9
6. 578 8
6. 538 3
6. 589 9
6. 426 7
6. 447 5

加入量（mg）
6. 502
6. 502
6. 502
6. 502
6. 502
6. 502

测得量（mg）
13. 10
13. 29
13. 21
13. 16
13. 04
13. 01

回收率（%）

100. 79
103. 22
102. 61
101. 05
101. 71
100. 93

X（%）

101. 72

RSD（%）

0. 98

4）样品含量测定

取 3批样品，各 10枚，切碎，依法制备供试品溶液，

拟订色谱条件进样测定，并计算含量。结果见表 6。以本

品中含黄连、黄柏以盐酸小檗碱计，暂订本品质量标准

确定的含量限度，不得少于18. 58 mg / g。
表6 样品含量测定结果

Tab. 6 Results of content determination of samples

批号

2021022101

2021022102

2021022103

峰面积

831 114
854 462
880 076
837 841
807 712
814 396
815 826
846 944
865 958

取样量（g）
0. 502 3
0. 521 7
0. 535 2
0. 516 1
0. 498 7
0. 502 9
0. 490 1
0. 505 8
0. 522 7

样品含量（mg / g）
18. 69
18. 51
18. 60
18. 34
18. 29
18. 29
18. 80
18. 92
18. 73

X（mg / g）

18. 60

18. 31

18. 82

RSD（%）

1. 24

3 讨论

3. 1 含量测定指标性成分选择

中药复方制剂成分复杂，通常只对主要有效成分

进行定性、定量鉴别［10］。四黄栓由大黄、黄芩、黄连、黄

柏等中药组方，具有清热利湿、活血化瘀、消肿止痛功

效，用于治疗痔疮及肛门各种炎症。黄连、黄柏中主要

抑菌成分为小檗碱，选取小檗碱为主要代表成分进行

含量测定以保证药栓的药效，同时参照 2020年版《中国

药典（一部）》黄连羊肝丸、黄连上清片、清胃黄连丸（水

丸）等复方中成药的含量测定方法［7］。故选择盐酸小檗

碱作为含量测定的指标性成分。

3. 2 正交试验考察指标选择

药材的提取出膏率是衡量中药材提取是否完全和

有效成分是否完全转移的重要指标，也是提取工艺优

化的重要考察指标。中药复方制剂成分较复杂，单一指

1. 盐酸小檗碱

A. 对照品溶液 B. 供试品溶液 C. 缺黄连、黄柏的阴性对照品溶液

图2 高效液相色谱图

1. Berberine hydrochloride
A. Reference solution B. Test solution C. Negative reference solution lacking Coptidis Rhizoma and Phellodendri Chinensis Cortex

Fig. 2 HPLC chromatograms
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标往往不能衡量工艺的好坏，有效成分含量常作为提取

浸膏考察指标。故选择出膏率和主要活性成分盐酸小檗

碱的含量作为提取工艺正交试验的综合评价指标。

3. 3 供试品溶液配制溶剂选择

从基质中提取分离有效成分是供试品溶液处理的

关健，同时还要最大程度地降低基质对仪器测定的干

扰［11 - 12］。本研究中四黄栓使用的基质为36型 + 38型混

合脂肪酸甘油酯（1∶1，m / m），溶于甲醇、乙醇，不溶于

水。因此，在制备供试品溶液时，先测定目标成分的极

性和酸碱性等。提取碱性成分时，先用酸性试剂提取，

再用酸水使其游离，最后用适当极性的有机溶剂反复

萃取，达到除杂的目的。本研究中采用甲醇、75%乙醇

提取栓剂中有效成分，薄层鉴定结果良好［13 - 14］。供试

品溶液配制过程中，加甲醇 -盐酸溶液（100∶1，V / V）超

声（功率为 300 W，频率为 54 kHz，20 ℃）处理 1 h，基质

和盐酸小檗碱完全溶解，加盐酸有助于游离盐酸小檗

碱，放入 - 0. 5 ℃冰箱内冷冻 4 h，基质全部析出，可达

到去除基质的目的。

3. 4 定性鉴别条件选择

黄连、黄柏的薄层鉴别时，盐酸小檗碱荧光绿色斑

点下方存在黄色斑点，曾用不同展开剂分离斑点，但分

离效果不理想。最终以氨水 -甲苯 -乙酸乙酯 -甲醇 -
异丙醇（12. 5∶6∶3∶2∶1. 5，V / V / V / V / V）为展开剂，因

盐酸小檗碱呈碱性，在展开槽另一边放置等体积的浓

氨试液饱和 10 min后再展开，可明显改善斑点的形状，

但饱和时间不能过长，否则其斑点会呈扁圆形，甚至变

为一条短线［15］。黄芩薄层鉴别时，因黄芩苷具有一定酸

性，故展开剂中需要添加酸性成分，以减少拖尾现

象［16］。参照 2020年版《中国药典（一部）》黄芩薄层鉴别

项下方法，以甲苯 -乙酸乙酯 -甲醇 -甲酸（10∶3∶1∶2，
V / V / V / V）为展开剂，斑点基本分离，但可能由于展开

剂极性太小，黄芩苷的比移值过小，斑点基本处于基

线，达不到分离要求。通过调整展开剂的酸度、极性等，

分离效果、拖尾现象明显改善，结合文献［8］，以正丁醇 -
冰醋酸 -水（7∶1∶2，V / V / V）为展开剂，喷以三氯化铁

显色，进行黄芩薄层色谱鉴别。结果黄芩苷对照品溶液

色谱斑点与供试品溶液色谱中黄芩苷的斑点在一条直

线上，显色结果明了、直观，容易判断。

3. 5 含量测定方法选择

2020年版《中国药典（一部）》中黄连、黄柏含量测

定项下测定盐酸小檗碱含量的色谱条件中，流动相均

采用 0. 05 mol / L磷酸二氢钾溶液（每 100 mL中加十二

烷基硫酸钠0. 4 g，加磷酸调节pH至4. 0）-乙腈（50∶50，
V / V），黄连和黄柏中小檗碱的检测波长分别为 345 nm
和 265 nm［1］。查阅文献［17 - 20］，以保留时间和分离度

为指标，反复调整流动相系统。十二烷基硫酸钠（每100 mL
含 0. 4 g）在 0. 05 mol / L磷酸二氢钾溶液中不易溶解，

需加热才能溶解，但冷却后又析出形成浑浊液。将磷酸

二氢钾换成磷酸二氢钠，调整流动相比例［0. 05 mol / L
磷酸二氢钠 -乙腈（50∶50，60∶40，55∶45，V / V）］和流速

（0. 6，0. 7，0. 8，0. 9，1. 0 mL / min），盐酸小檗碱峰与杂

质峰分离较好。最终采用本研究中确定的色谱条件。
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