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蒙药清热八味丸由石膏、人工牛黄、胡黄连、红花

等 8味药材制成，有清热解毒功效，主要用于炽热、血

热、脏腑之热、肺热咳嗽、痰中带血、肝火肋痛的治疗。

始载于《卫生部药品标准·蒙药分册》［1］，现行标准《国家

食品药品监督管理局标准》中，检验项目有显微鉴别、

理化鉴别及胆酸的含量测定。为了更全面控制该制剂

质量，本研究中采用薄层色谱（TLC）法对方中人工牛

黄、红花进行定性鉴别，同时采用高效液相色谱

（HPLC）法对方中胡黄连的有效成分胡黄连苷Ⅰ、胡黄

连苷Ⅱ进行含量测定。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Waters 1525型高效液相色谱仪，包含Waters 2489型

紫外检测器、Empower化学工作站（美国Waters公司）；

AB204 - S型、ME204E型、XS105DU型十万分之一电子

天平（瑞士Mettler Toledo公司）；Lambda 35型紫外 - 可

见分光光度计（美国 PE公司）；硅胶H，G薄层板（青岛

海洋化工有限公司）。

1. 2 试药

清热八味丸（内蒙古蒙药股份有限公司，批号分别

为 090424，090614，100217，100526，101022，101212，
111214）；胡黄连苷Ⅰ对照品（国家标准物质中心，批号

为 MUST - 11062102，含量 98%）；胡黄连苷Ⅱ对照品

（批号为 111596 - 201805，含量 93. 2%），胆酸对照品

（批号为 110775 - 201105，含量 98. 9%），猪去氧胆酸对

照品（批号为 110749 - 201316，含量 99. 7%），均购自中

** 基金项目：青海省科技计划项目［2020 - ZJ747］。
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摘要：目的 提升清热八味丸的质量标准。方法 采用薄层色谱（TLC）法对人工牛黄、红花进行定性鉴别；采用高效液相色谱法同时

测定制剂中胡黄连苷Ⅰ、胡黄连苷Ⅱ的含量，色谱柱为 Hypersil - ODS柱（250 mm × 4. 6 mm，5 µm），流动相为乙腈 - 0. 15%磷酸溶液

（梯度洗脱），流速为 1. 0 mL / min，检测波长为 266 nm，柱温为 30 ℃，进样量为 10 µL。结果 人工牛黄、红花的 TLC图斑点清晰，分离

度好，且阴性对照无干扰。胡黄连苷Ⅰ、胡黄连苷Ⅱ进样量分别在 0. 042 58～0. 851 6 µg（r = 0. 999 8）和 0. 043 60 ～0. 872 0 µg（r =
0. 999 7）范围内与峰面积线性关系良好；精密度、重复性、稳定性试验结果的 RSD 均小于 1. 30%，平均加样回收率分别为 106. 93% 和

98. 34%，RSD 分别为 1. 35% 和 1. 18%（n = 6）。结论 该方法操作简便，结果准确，重复性好，可用于清热八味丸的质量控制。
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Quality Standard of Qingrebawei Pills
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AbstractAbstract：：Objective To improve the quality standard of Qingrebawei Pills. Methods Bovis Calculus Artifatus and Carthami Flos
were qualitatively identified by the thin - layer chromatography（TLC）method. The contents of picroside Ⅰ and picroside Ⅱ in the
preparation were determined simultaneously by the high - performance liquid chromatography（HPLC） method，the chromatographic
column was thermostatic Hypersil - ODS column（250 mm × 4. 6 mm，5 µm），the mobile phase was acetonitrile - 0. 15% phosphoric
acid with gradient elution，the flow rate was 1. 0 mL / min，the detection wavelength was 266 nm，the column temperature was 30 ℃，

and the injection volume was 10 µL. Results The TLC spots of Bovis Calculus Artifatus and Carthami Flos were clear with good
separation，and the negative control had no interference. The linear ranges of picroside Ⅰ and picroside Ⅱ were 0. 042 58 -
0. 851 6 µg （r = 0. 999 8） and 0. 043 60 - 0. 872 0 µg （r = 0. 999 7），respectively. The RSDs of precision，repeatability and
stability tests were lower than 1. 30%，and the average recoveries of picroside Ⅰ and picroside Ⅱ were 106. 93% and 98. 34%
with RSDs of 1. 35% and 1. 18%（n = 6），respectively. Conclusion The method is simple，accurate and reproducible，which can be
used for the quality control of Qingrebawei Pills.
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国食品药品检定研究院。乙腈、磷酸、甲醇为色谱纯，其

余试剂均为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果

2. 1 薄层鉴别

2. 1. 1 人工牛黄［2 - 5］

取样品适量，研细，称取粉末 0. 5 g，精密称定，加乙

醇 10 mL，振摇 15 min，离心，取上清液，作为供试品溶

液。取猪去氧胆酸对照品、胆酸对照品各适量，分别加

乙醇制成每 1 mL含 2种成分 1 mg的单一对照品溶

液。按清热八味丸处方和工艺制备缺人工牛黄的阴性

样品，并按供试品溶液方法制成阴性对照品溶液。按

2020年版《中国药典（四部）》通则 0502 TLC法，精密吸

取上述溶液各 5 µL，分别点于同一硅胶G薄层板上，以

乙酸乙酯 - 正己烷 - 甲醇 - 冰醋酸（8∶1. 5∶0. 25∶
0. 25，V / V / V / V）为展开剂，展开，取出，晾干，喷以

10%磷钼酸乙醇溶液，105 ℃加热至斑点显色清晰，置

日光灯下检视。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斑点，且阴性对照无干扰。详

见图1。

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. 阴性对照品溶液 2. 胆酸对照品溶液 3. 猪去氧胆酸对照品溶液

4 - 10. 供试品溶液

图1 人工牛黄薄层色谱图

1. Negative reference solution 2. Reference solution of cholic acid
3. Reference solution of hyodeoxycholic acid 4 - 10. Test solution

Fig. 1 TLC chromatogram of Bovis Calculus Artifatus

2. 1. 2 红花［6 - 10］

取样品适量，研细，称取粉末 4 g，精密称定，加 80%
丙酮溶液 20 mL，振摇 15 min，静置 10 min后，取上清

液，作为供试品溶液。另取红花对照药材 0. 5 g，同供试

品溶液制备方法制成对照药材溶液。按清热八味丸处

方和工艺制备缺红花的阴性样品，并按供试品溶液方

法制成阴性对照品溶液。按 2020年版《中国药典（四

部）》通则 0502 TLC法，精密吸取上述溶液各 10 µL，分
别点于同一硅胶H薄层板上，以乙酸乙酯 -水 -甲酸 -
甲醇（7∶3∶2∶0. 4，V / V / V / V）为展开剂，展开，取出，晾

干，置日光灯下检视。供试品溶液色谱中，在与对照药

材溶液色谱相应位置上，显相同颜色主斑点，且阴性对

照无干扰。详见图2。

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1. 阴性对照品溶液 2. 对照药材溶液 3 - 9. 供试品溶液

图2 红花薄层色谱图

1. Negative reference solution 2. Reference medicinal material solution
3 - 9. Test solution

Fig. 2 TLC chromatogram of Carthami Flos

2. 2 胡黄连苷含量测定［11 - 17］

2. 2. 1 色谱条件

色谱柱：Hypersil - ODS 柱（250 mm × 4. 6 mm，

5 µm）；流动相：乙腈（A）- 0. 15%磷酸溶液（B），梯度洗

脱（0～7 min 时 22%A→17%A，7～14 min 时 17%A，
14～15 min 时 17%A→19%A，15～30 min 时 19%A→
20%A，30～45 min时20%A→22%A）；流速：1. 0 mL / min；
检测波长：266 nm；柱温：30 ℃；进样量：10 µL。
2. 2. 2 溶液制备

取胡黄连苷Ⅰ对照品 10. 86 mg、胡黄连苷Ⅱ对照

品 11. 70 mg，精密称定，分别置 50 mL容量瓶中，加甲醇

溶解、定容，摇匀，即得胡黄连苷Ⅰ，Ⅱ质量浓度分别

为 0. 212 9，0. 218 0 mg / mL的单一对照品溶液。各取

4 mL，置 20 mL容量瓶中，加甲醇定容，摇匀，即得胡黄

连苷Ⅰ，Ⅱ质量浓度分别为 0. 0425 8，0. 0436 0 mg / mL
的混合对照品溶液。取样品（批号 100217）适量，研细，

取 1 g，精密称定，置锥形瓶中，精密加入甲醇 50 mL，称
定质量，超声（功率 250 W，频率 50 kHz）处理 30 min，放
冷，再称定质量，加甲醇补足减失的质量，摇匀，滤过，

取续滤液，即得供试品溶液。按清热八味丸处方工艺制

备缺胡黄连的阴性样品，按供试品溶液制备方法制成

阴性对照品溶液。

2. 2. 3 方法学考察

专属性试验：精密吸取 2. 2. 2项下混合对照品溶

液、供试品溶液、阴性对照品溶液各 10 µL，按 2. 2. 1项
下色谱条件进样测定，记录色谱图。结果待测成分与样品

中其他成分分离良好，理论板数按胡黄连苷Ⅱ峰计应

不低于 3 000，
阴 性 对 照 品

溶 液 在 与 对

照 品 溶 液 相

同 保 留 时 间
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处无干扰峰，表明专属性良好。详见图3。
线性关系考察：分别精密吸取 2. 2. 2项下混合对照

品溶液 1，2，4，8，12，20 µL，按 2. 2. 1项下色谱条件进样

测定，记录峰面积。以待测成分进样量（X，µg）为横坐

标、峰面积（Y）为纵坐标进行线性回归，得回归方程，胡

黄连苷Ⅰ为 Y1 = 1 738 693 X1 + 9 175（r = 0. 999 8），胡

黄连苷Ⅱ为Y2 = 1 286 879X2 + 1 344（r = 0. 999 7）。结果表

明，胡黄连苷Ⅰ和Ⅱ进样量分别在0. 042 58～0. 851 6 µg
和 0. 043 60～0. 872 0 µg范围内与峰面积线性关系

良好。

精密度试验：精密吸取 2. 2. 2项下混合对照品溶液

10 µL，按 2. 2. 1项下色谱条件连续进样测定 6次，记录

峰面积。结果胡黄连苷Ⅰ和Ⅱ峰面积的 RSD分别为

0. 65%和0. 52%（n = 6），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取 2. 2. 2项下供试品溶液 10 µL，室温

下按 2. 2. 1项下色谱条件分别于第 0，3，6，12，18，24 h
进样测定，记录峰面积。结果胡黄连苷Ⅰ和Ⅱ峰面积的

RSD分别为 1. 22%和 1. 06%（n = 6），表明供试品溶液

在室温下放置24 h内基本稳定。

重复性试验：取同一批样品（批号 100217）适量，精

密称定，共 5份，按 2. 2. 2项下方法制备供试品溶液，按

2. 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算含量。

结果胡黄连苷Ⅰ和Ⅱ的平均含量分别为 1. 049 0 mg / g
和 1. 722 4 mg / g，RSD分别为 1. 12%和 0. 86%（n = 5），

表明该方法重复性良好。

加样回收试验：称取样品（批号 100217）适量，研

细，精密称定，共 6份，分别精密加入 2. 2. 2项下胡黄连

苷Ⅰ和Ⅱ单一对照品溶液，各适量，按 2. 2. 2项下方法

制备供试品溶液，按 2. 2. 1项下色谱条件进样测定，记

录峰面积并计算加样回收率。结果见表1。

表1 加样回收试验结果（n = 6）
Tab. 1 Results of the recovery test（n = 6）

待测

成分

胡黄连

苷 I

胡黄连

苷Ⅱ

取样量

（g）
1. 003 4
0. 996 9
1. 002 7
1. 010 2
0. 997 5
1. 001 6
1. 003 4
0. 996 9
1. 002 7
1. 010 2
0. 997 5
1. 001 6

样品含

量（mg）
0. 722 3
0. 717 7
0. 721 8
0. 727 2
0. 718 1
0. 721 1
1. 529 3
1. 519 4
1. 528 2
1. 539 6
1. 520 3
1. 526 5

加入量

（mg）
0. 775 5
0. 775 5
0. 775 5
0. 775 5
0. 775 5
0. 775 5
1. 526 0
1. 526 0
1. 526 0
1. 526 0
1. 526 0
1. 526 0

测得量

（mg）
1. 551 4
1. 540 1
1. 566 1
1. 545 4
1. 538 3
1. 562 5
2. 999 4
3. 042 1
3. 032 7
3. 033 8
3. 031 5
3. 028 1

回收率

（%）

106. 91
106. 05
108. 87
105. 51
105. 76
108. 50
96. 34
99. 78
98. 59
97. 92
99. 03
98. 40

X
（%）

106. 93

98. 34

RSD
（%）

1. 35

1. 18

2. 2. 4 样品含量测定

取 7批样品各适量，分别按 2. 2. 2项下方法制备

供试品溶液，再按 2. 2. 1项下色谱条件进样测定，平行

测定3次，记录峰面积并计算样品含量。结果见表2。
表2 样品含量测定结果（n = 3）

Tab. 2 Results of content determination of picroside Ⅰ and
picroside Ⅱ in samples（n = 3）

批号

112214
101022
101212
100217
100526
090614
090424

胡黄连苷Ⅰ
含量（mg / g）
0. 984 5
1. 085 2
1. 094 7
1. 049 0
1. 365 6
1. 520 4
1. 452 1

RSD（%）

1. 12
0. 95
0. 67
0. 84
1. 21
0. 94
1. 14

胡黄连苷Ⅱ
含量（mg / g）
1. 733 0
2. 141 9
2. 136 9
1. 722 4
1. 587 0
2. 321 8
2. 275 9

RSD（%）

0. 98
1. 28
0. 79
0. 67
1. 32
1. 27
1. 59

总含量

（mg / g）
2. 717 5
3. 227 1
3. 231 6
2. 771 4
2. 952 6
3. 842 2
3. 728 0

1. 胡黄连苷Ⅱ 2. 胡黄连苷Ⅰ
A. 混合对照品溶液 B. 供试品溶液 C. 阴性对照品溶液

图3 高效液相色谱图

1. Picroside Ⅰ 2. Picroside Ⅱ
A. Mixed reference solution B. Test solution C. Negative reference solution

Fig. 3 HPLC chromatograms

A B C

AU0. 10
0. 08
0. 06
0. 04
0. 02
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45t / min

1 2

AU0. 05
0. 04
0. 03
0. 02
0. 01
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45t / min

1
2

AU0. 10
0. 08
0. 06
0. 04
0. 02
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45t / min
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3 讨论

清热八味丸方中，人工牛黄可清热解毒、化痰定

惊［18］，红花可活血通经、散瘀止痛［19］，胡黄连可清热燥

湿、泻火解毒、通经利尿，且胡黄连中胡黄连苷Ⅰ和Ⅱ是

其主要活性成分，具有较好的清热、杀菌及利尿作

用［20］，与清热八味丸清热解毒功效一致。本研究中基于

预试验中对提取溶剂、提取方法、提取时间等因素进行

的考察，建立了清热八味丸方中人工牛黄、红花的 TLC
鉴别方法，胡黄连中胡黄连苷Ⅰ和Ⅱ的HPLC定量检测

方法，可为今后研究清热八味丸质量标准提供依据。

含量测定预试验中，参考相关文献，同时结合胡黄

连苷Ⅰ和Ⅱ对照品溶液的紫外光谱扫描结果，选择紫

外检测波长为 266 nm。同时分别对甲醇 - 0. 10%冰醋

酸溶液、甲醇 - 0. 15%磷酸溶液、乙腈 - 0. 15%磷酸溶

液 3种流动相进行考察，结果以乙腈 - 0. 15%磷酸溶液

为流动相进行梯度洗脱时基线较平稳，对待测组分峰

无干扰，故选择。

清热八味丸方中八味药材处方量相同，均为药材

原粉入药制成水丸，胡黄连占处方总量的 12. 5%，

2020年版《中国药典（一部）》中规定，胡黄连中胡黄连

苷Ⅰ与胡黄连苷Ⅱ的总量不得少于 9. 0%［21］，原粉入药

转移率按 90%计算，得样品中两者总量的理论值下限

为 10. 125 0 mg / g，而本研究中 7批样品的含量为

2. 718 2～3. 842 2 mg / g，明显低于理论值下限。分析原

因，清热八味丸现行质量标准中未对胡黄连进行控制，

企业在生产过程中可能存在以次充好或投料不足的

情况。

清热八味丸与清热八味散、清热八味胶囊均收载

于《卫生部药品标准·蒙药分册》，药味相同，处方量略

有差异，但清热八味系列 3种制剂的质量标准控制项目

差异较大，部分项目制定的控制指标不尽合理。2020年
版《中国药典》中对胡黄连苷Ⅰ和Ⅱ的含量进行控制，

然而，清热八味胶囊现行标准中仅以肉桂酸的含量作

为质量控制指标，不合理，也缺少代表性。后续制订的

控制指标要考虑与其功能主治紧密结合，可考虑同时

对 3种剂型的清热八味制剂进行研究，尽量建立较统

一、完善的质量标准。
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