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摘要$ 目的!建立高效液相色谱)二极管阵列检测器 "D‘E=)‘@F# 法同时测定清热利胆合剂 "忍冬藤* 茵陈* 金钱
草等# 中绿原酸* 马钱苷* 大黄素的含有量) 方法!分析采用 @321:6M30:="*色谱柱 "(K8 11i"’& 11( ’ !1#$ 流
动相甲醇 "F# )&K"!磷酸溶液 ">#( 梯度洗脱$ 体积流量 "K& 1EA136$ 柱温 %& e$ 绿原酸* 马钱苷* 大黄素检测
波长分别为 %#+* #%8* #*+ 61) 结果!绿原酸* 马钱苷* 大黄素分别在 (%K%% c*88K8&* *(K&& c" 8*&K&&* &K+#’ c
"(K’& 6;范围呈良好的线性关系 "3均为 &K,,, ,#( 平均回收率 ") g,# 分别为 ,+K",!* ,*K+’!* "&&K"*!( I?@
均小于 #!) 结论!该方法灵敏准确( 可用于清热利胆合剂的质量控制)
关键词! 清热利胆合剂$ 绿原酸$ 马钱苷$ 大黄素$ D‘E=)‘@F
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!!清热利胆合剂是张仲景 -伤寒论/ 茵陈蒿汤
加味( 经精制而得的医院制剂( 由忍冬藤* 茵
陈* 金钱草* 大黄等组成( 全方组合( 共奏清热

解毒* 利胆通络* 泄浊通腑* 退黄功效( 具有清
热利胆作用%"& ( 主要用于治疗胆囊炎( 临床应用
多年( 疗效较好) 本实验选择具有广泛抗菌作
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用* 能促进胆汁分泌* 保肝利胆* 清除自由基*
降血压等活性%#&的绿原酸( 有良好的抗炎抗菌*
增强免疫功能* 镇咳祛痰等作用%%&的马钱苷( 以
及具有抗微生物生长等作用%(&的大黄素作为指标
成分进行定量测定( 以更好地表征该制剂质量(
并首次实现以高效液相色谱)二极管阵列检测器
"D‘E=)‘@F# 法同时测定三者含有量( 而且该方
法灵敏* 准确)
IJ仪器与试药

V2</YMF003269/高效液相色谱系统( 包括自动
进样器* /#8,’ 四元梯度泵* #,,* 二极管阵列紫外
检测器* 在线脱气机* -1[:_/Y% 色谱工作站 "美
国V2</YM公司#$ >‘#""@电子天平 "德国 ?2Y<:Y3)
RM公司#$ bN)’&&@>数控超声波清洗器 "昆山市
超声仪器有限公司#$ O‘I)"")’.优普系列超纯水
器 "成都超纯科技有限公司#)

绿原酸* 马钱苷* 大黄素对照品 "中国食品
药品检定研究院( 批号分别为 ""&+’%)#&&("%*
"""8(&)#&"&&’* ""&+’8)#&&""&#) 清热利胆合剂
由四川省医学科学院)四川省人民医院药剂部生产
"批号 "("#""* "’&"""* "’&%"" #) 甲醇为色谱
纯 " 美 国 @3B12 ./9S6:0:;3/M公 司( 批 号
%’’,"8"#$ 磷酸为分析纯 "成都市科龙化工试剂
厂( 批号 #&"("#""&"#$ 水为超纯水$ 其他试剂
均为分析纯)
KJ方法与结果
#K"!色谱条件!@321:6M30:="*色谱柱 "(K8 11i
"’& 11( ’ !1#$ 流动相甲醇 "F# )&K"!磷酸溶
液 ">#( 梯度洗脱 "& c#& 136( #%! F$ #& c
## 136( #%! c*&! F$ ## c%& 136( *&! F$
%& c%" 136( *&!c#%!F$ %" c(& 136( #%!F#$
体积流量 "K& 1EA136$ 柱温 %& e$ 进样量 ’ !E$
分析时间 (& 136$ 检测波长 %#+ 61 "绿原酸#*
#%8 61 "马钱苷#* #*+ 61 "大黄素#$ 外标法
定量)
#K#!溶液的制备
#K#K"!对照品溶液!精密称取绿原酸* 马钱苷*
大黄素对照品适量( 置于 "& 1E量瓶中( 加 ’&!
甲醇溶解并稀释至刻度( 摇匀( 得 " +%%K#&*
% %8&K&&* #,K&& !;A1E对照品贮备液) 再分别精
密量取 " 1E( 置于 "& 1E量瓶中( 制成混合对照
品溶液( 其中含绿原酸 "+%K%# !;A1E* 马钱苷
%%8K&& !;A1E* 大黄素 #K,& !;A1E)
#K#K#!供试品溶液!精密量取清热利胆合剂

" 1E( 置于 "& 1E量瓶中( 加 ’&!甲醇 * 1E( 超
声振荡 %& 136( 室温放置 %& 136( ’&!甲醇稀释至
刻度( 摇匀( 滤过( 续滤液用 &K# !1微孔滤膜滤
过( 即得)
#K#K%!阴性供试品溶液制备!按处方及制备工艺(
分别制备缺茵陈和忍冬藤 "绿原酸阴性#* 缺忍冬
藤 "马钱苷阴性# 及缺大黄 "大黄素阴性# 样品(
按 +#K#K#, 项下方法制得绿原酸* 马钱苷* 大黄
素阴性供试品溶液)
#K%!方法学考察
#K%K"!系统适应性试验!在 +#K", 项色谱条件
下( 分别进样混合对照品* 供试品及阴性样品溶
液) 结果( 绿原酸* 马钱苷* 大黄素的保留时间与
对照品一致( 各色谱峰与相邻峰的分离度均大于
"K’( 阴性样品在相应保留时间处无干扰) 见图 ")
#K%K#!线性关系考察!分别精密量取混合对照品
溶液适量( ’&!甲醇稀释成绿原酸* 马钱苷* 大黄
素质量浓度分别为 *K8+ c"+%K%#* "8K*& c%%8K&&*
&K"(’ c#K,& !;A1E的系列溶液( 在 +#K", 项色
谱条件下分别进样 ’ !E) 以进样量 "6;# 为横坐
标 "P#( 峰面积值为纵坐标 "J# 进行回归) 结
果见表 ")

表 IJL 种成分的线性关系 %#OW’
;/5QIJD#-&/33&4/(#"-)1#+)"%(13&&’"-)(#(,&-()%#OW’

成分 线性范围A6; 回归方程 3
绿原酸 (%K%% c*88K8& Jg%K&& i"&%Ph"K’* i"&( &K,,, ,
马钱苷 *(K&& c" 8*&K&& Jg"K’* i"&%Ph#K%* i"&( &K,,, ,
大黄素 &K+#’ c"(K’& Jg(K"* i"&%Ph"K(+ i"&% &K,,, ,

#K%K%!精密度试验!取同一混合对照品溶液( 连
续进样 8 次( 测得绿原酸* 马钱苷* 大黄素的峰面
积I?@分别为 "K&&!* &K*(!* %K*8!( 表明仪
器精密度良好)
#K%K(!稳定性试验!取同一供试品溶液( 在
+#K", 项色谱条件下于 &* %* ’* ** "&* "# S 进
样 ’ !E( 测得绿原酸* 马钱苷* 大黄素的峰面积
I?@分别为 "K%+!* "K(#!* #K#,!( 表明供试
品溶液在 "# S内稳定)
#K%K’!重复性试验!取同一批号 ""’&"""# 样
品( 按 +#K#K#, 项下方法制备供试品溶液 8 份(
进样测定( 测得绿原酸* 马钱苷* 大黄素的平均含
有量分别为 (’*K&&* " &"(K&&* (K+* !;A1E( I?@
分别为 "K#(!* "K*(!* #K8#!( 表明该方法重
复性良好)
#K%K8!加样回收率试验!精密量取含有量已知的
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"$绿原酸!#$马钱苷!%$大黄素
"$9S0:Y:;/639293\!#$0:;2636!%$/1:\36

图 IJ@[D=色谱图
Y#6QIJ@[D=’13"*/("63/*)

样品 , 份( 每份 &K’ 1E( 置于 "& 1E量瓶中( 分
别加 入 绿 原 酸* 马 钱 苷* 大 黄 素 " (’*K&&*

,#%K&&* +K&+ !;A1E# 混合对照品溶液 &K%* &K’*
&K* 1E( 按 +#K#K#, 项下方法制备供试品溶液(
使三者含有量均约为已知样品的 *&!* "&&!*
"#&!( 每个水平 % 份( 吸取 ’ !E进样测定( 计算
回收率) 结果见表 #)

表 KJ加样回收率试验结果 %#O‘’
;/5QKJ<&),4()"%3&’"R&37 (&)()%#O‘’

成分
加入量A

6;
原有量A

6;
测得量A

6;
回收率A

!
平均回收

率A!

I?@A

!
绿原酸 8*K+& ""(K’% "*%K’* "&&K’& ,+K", "K,

8*K+& ""(K’% "*#K(, ,*K,#
8*K+& ""(K’% "*#K++ ,,K%%
""(K’& ""(K’% ##%K(8 ,’K"(
""(K’& ""(K’% ##(K8" ,8K"(
""(K’& ""(K’% ##(K+* ,8K#,
"8&K%& ""(K’% #8*K#’ ,’K,&
"8&K%& ""(K’% #8*K’+ ,8K"&
"8&K%& ""(K’% #8,K&" ,8K%+

马钱苷 "%*K(’ #’%K(* %,%K+( "&"K%& ,*K+’ "K#,
"%*K(’ #’%K(* %,&K88 ,,K&*
"%*K(’ #’%K(* %*,K,# ,*K’’
#%&K+’ #’%K(* (++K’" ,+K&,
#%&K+’ #’%K(* (++K%, ,+K&(
#%&K+’ #’%K(* (*&K’+ ,*K("
%#%K&’ #’%K(* ’+(K%8 ,,K%%
%#%K&’ #’%K(* ’+%K%+ ,,K&#
%#%K&’ #’%K(* ’+%K", ,*K,+

大黄素 "K&8 "K", #K#’ "&&K&& "&&K"* "K,(
"K&8 "K", #K#’ "&&K&&
"K&8 "K", #K## ,+K"+
"K++ "K", #K,* "&"K"%
"K++ "K", #K,* "&"K"%
"K++ "K", #K,# ,+K+(
#K(* "K", %K88 ,,K8&
#K(* "K", %K+8 "&%K8#
#K(* "K", %K+& "&"K#"

#K(!样品含有量测定!取 % 个批号样品( 按
+#K#K#, 项下方法制备供试品溶液( 每批平行 %
份( 计算含有量( 结果见表 %)

表 LJ含有量测定结果 %#OL’
;/5QLJ<&),4()"%’"-(&-(!&(&3*#-/(#"-%#OL’

批号
绿原酸A

"1;.1Eh"#

马钱苷A

"1;.1Eh"#

大黄素A

"1;.1Eh"#
"("#"" &K’’& "K&’+ &K&&’ ,%
"’&""" &K(8" "K&&% &K&&( 8(
"’&%"" &K%8" &K*’+ &K&&8 #8

!!考虑到中药材受季节和产地的影响较大( 故制
定清热利胆合剂含有量限度时规定( 每 " 1E制剂
中绿原酸含有量得不低于 &K%#% 1;( 马钱苷不得
低于 &K+8’ 1;( 大黄素不得低于 &K&&’ 8# 1;)
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LJ讨论
%K"!流动相及梯度条件选择!流动相中加入磷酸
后( 绿原酸和大黄素的峰形变好( 没有拖尾$ 加入
量分别为 &K"!与 &K#!时( 峰形没有明显变化)
由于中药制剂中组分众多( 而且极性相差较大( 故
流动相比例在梯度中的变化较大) 兼顾提高分离度
和缩短分析时间( 本实验选择 +#K", 项下流动相
及梯度条件)
%K#!测定波长的选择!将各对照品溶液进行紫外
扫描( 发现绿原酸* 马钱苷及大黄素最大吸收波长
分别为 %#+* #%8 和 #*+ 61) 同样条件下( 阴性样
品溶液无杂质峰干扰) 综合考虑灵敏度和专属性(
确定最佳检测波长分别为 %#+ 61 "绿原酸#*
#%8 61 "马钱苷#* #*+ 61 "大黄素#)
%K%!结果分析!根据文献 %’)"&&( 首先选取 8(
+)二甲氧基香豆素* 绿原酸* 马钱苷* 槲皮素* 山
奈素* 大黄素作为处方的有效成分) 但由于采收季
节不同( 8( +)二甲氧基香豆素在茵陈中含有量不
同%""& ( 本实验检测不到 8( +)二甲氧基香豆素$ 可
能受制于提取工艺( 金钱草中有效成分槲皮素和山
柰素含有量很低( 无法进行定量研究) 因此( 最终
选择绿原酸* 马钱苷* 大黄素作为有效成分)

含有量测定时发现( 发现不同批号合剂之间存
在差异( 这可能与药材来源* 采收时间以及制备工
艺有关) 由于样本量略小( 故对制定的含有量限度
标准应继续考察( 等到有更多的样本纳入时可进行
适当修正)

目前( 清热利胆合剂的质量标准仅有薄层鉴
别( 故建立D‘E=法进行多组分定量测定可以更好
控制该制剂的质量) 由于合剂中 % 种组分的最大吸

收波长不一致( 给同时测带来一定困难( 故本实验
利用二极管阵列紫外检测器的特点( 在同一色谱条
件下可同时提取不同波长图谱( 实现不同组分同时
定量测定( 既可为清热利胆合剂提供质量控制方
法( 还能为类似多组分含有量同时测定提供借鉴)
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