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摘要# 目的!建立DGJ-法测定炎热清片中龙胆苦苷’ 栀子苷’ 芒果苷和黄芩苷的含有量& 方法!分析采用 -"0色谱
柱( 以甲醇*&L"!磷酸为流动相% 梯度洗脱( 检测波长 #)’ 84& 结果!龙胆苦苷’ 栀子苷’ 芒果苷和黄芩苷分别在
"#L"% i+&’L#’ )’L// i" +%)’ )L+#& i"++L&’ ’%/L# i"" /0& 8R范围内呈良好的线性关系% A分别为 &L/// )’
&L/// (’ &L/// %’ "L&&&% 平均回收率 "1m(# 分别为 //L+(!’ //L+%!’ /0L#’!’ /0L/(!& 结论!该方法可靠准
确% 专属性强% 可用于炎热清片的质量控制&
关键词! 炎热清片( 龙胆苦苷( 栀子苷( 芒果苷( 黄芩苷( DGJ-
中图分类号! K/#%L#!!!!!文献标志码! F!!!!!文章编号! "&&"*")#0"#&"(#&0*"0)/*&+
!"#!"&L+/(/M9$6NN8$"&&"*")#0L#&"(L&0L&’’

!!炎热清片由湖北华龙生物制药有限公司生产% 处方中
含玄参’ 龙胆’ 柴胡’ 栀子’ 知母’ 黄芩等药材% 功效解
表清里% 清热解毒% 用于呼吸道炎’ 支气管炎’ 肺炎和急
性扁桃体炎& 目前% 其质量标准为国家食品药品监督管理
局药品标准 "TFV"+(+#&&)*#&"#V*%#% 采用 DGJ-法测定
黄芩苷含有量% 只能对黄芩进行质量控制& 本实验采用
DGJ-法同时测定龙胆主要成分龙胆苦苷’ 栀子主要成分
栀子苷’ 知母主要成分芒果苷和黄芩主要成分黄芩苷% 以
提高该药物质量标准&
FG仪器与试药

岛津J-*#&E.高效液相色谱仪% 配置 GX<46818;1>G?*
#&EMOa*aI>检测器 "日本岛津公司#& 炎热清片 "湖北华
龙生 物 制 药 有 限 公 司% 批 号 #&"’"&&#’ #&"’"##"’
#&"’"##(#& 龙胆苦苷 "批 号 ""&%%&*#&")")% 含 有 量
//L"!#’ 栀子苷 "批号 ""&%’/*#&"+"(% 含有量 /%L)!#’

芒果苷 "批号 """(&%*#&&’&#% 含有量 "&&L&!#’ 黄芩苷
"批号 ""&%")*#&"""%% 含有量 /"L%!# 对照品均购自中国
食品药品检定研究院& 甲醇’ 乙腈为色谱纯 "美国 .1@65

公司#( 其他试剂为分析纯( 水为纯化水 "自制#&
HG方法与结果
#L" ! 色谱条件 ! 依利特 >68<;WX<4 A?>*FG色谱柱
"#)& 44f’L( 44% ) #4#( 流动相甲醇 "E# *&L"!磷酸
"F#% 梯度洗脱 "程序见表 "#( 体积流量 "L& 4JM468( 柱
温 +) c( 检测波长 #)’ 84( 进样量 "& #J&
#L#!溶液的配制
#L#L"!对照品溶液!精密称取龙胆苦苷对照品 "#L#0 4R%

置于 "&& 4J量瓶中( 栀子苷对照品 #0L#& 4R% 置于 )& 4J

量瓶中( 芒果苷对照品 "&L(’ 4R% 置于 #&& 4J量瓶中( 黄
芩苷对照品 "+&L() 4R% 置于 #) 4J量瓶中% %&!甲醇溶解

并稀释至刻度% 作为对照品贮备液& 精密量取 ) 4J% 置于
同一 )& 4J量瓶中% %&!甲醇稀释至刻度% 即得&

表 FG梯度洗脱程序

时间M468 E甲醇M! F&L"!磷酸M!
& i#0 #) %)
#0 i#/ ’% )+
#/ i)& ’% )+
)& i)" #) %)
)" i(& #) %)

#L#L#!供试品溶液!取本品适量% 除去包衣% 研细% 混
匀% 精密称取 &L) R% 置于 )& 4J量瓶中% 加 %&!甲醇适
量% 超声 "#)& l’ ’& ]Dj# +& 468% 放冷% %&!甲醇稀释
至刻度% 摇匀% 即得&
#L#L+!阴性样品溶液!按处方比例% 配制不含龙胆’ 栀
子’ 知母或黄芩的样品% 按 ,#L#L#- 项下方法制备阴性
样品溶液&
#L+!专属性试验!取上述对照品’ 供试品和阴性样品溶
液% 在 ,#L"- 项色谱条件下测定% 色谱图见图 "& 由图可
知% ’ 种成分分离度较高% 其中龙胆苦苷保留时间在
"’L) 468左右% 理论塔板数高于 "# &&&( 栀子苷在 "(L’ 468

左右% 高于 "+ &&&( 芒果苷在 #)L+ 468左右% 高于 "" &&&%

黄芩苷在 ’)L% 468左右% 高于 ")& &&&% 龙胆苦苷和栀子苷
分离度大于 +% 栀子苷和芒果苷分离度大于 "#% 芒果苷和
黄芩苷分离度大于 #0% 阴性无干扰&
#L’!线性关系考察!取对照品溶液适量% 在 ,#L"- 项色
谱条件下进样 "’ )’ "&’ ")’ #&’ #) #J% 以进样量 "8R#

为横坐标 "2#% 峰面积为纵坐标 "/# 进行回归% 得回归
方程 "1 m(# 分别为龙胆苦苷 /m" &)"L"2e# &#%L/
"A# m&L/// ) #’ 栀子苷 /m/&’L/"2e’ "(&L/ "A# m
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"$龙胆苦苷!#$栀子苷!+$芒果苷!’$黄芩苷

图 FG=WA2色谱图

&L/// (#’ 芒果苷/m’ (’(2e" ""(L0 "A# m&L/// %#’ 黄

芩苷/m+ #&# "#/2e# %") %(’ "A# m"#% 表明分别在

"#L"% i+&’L#’ )’L// i" +%)’ )L+#& i"++L&’ ’%/L# i

"" /0& 8R范围内呈良好的线性关系&

#L)!精密度试验!取对照品溶液% 连续进样 ( 次% 每次
"& #J% 测得龙胆苦苷’ 栀子苷’ 芒果苷和黄芩苷峰面积
K>?分别为 &L"+!’ &L"#!’ &L&0!和 &L&/!% 表明仪器
精密度良好&
#L(!稳定性试验!取供试品溶液% 在 ,#L"- 项色谱条件
下% 于 &’ +’ (’ "#’ #’ W进样% 进样量 "& #J% 测得龙胆
苦苷’ 栀子苷’ 芒果苷和黄芩苷峰面积 K>?分别为
&L"%!’ &L#"!’ &L"0!和 &L"#!% 表明供试品溶液在
#’ W内稳定&
#L%!重复性试验!精密称称取同一批号样品 ( 份 "批号
#&"’"&&##% 每份 &L) R% 按 ,#L#L#- 项下方法制备供试品
溶液% 在 ,#L"- 项色谱条件下测定% 测得龙胆苦苷’ 栀
子苷’ 芒果苷和黄芩苷含有量 K>?分别为 &L#"!’
&L")!’ &L##!’ &L"(!% 表明该方法重复性良好&
#L0!加样回收率试验!精密称取样品细粉 "龙胆苦苷
&L0"" # 4RMR’ 栀子苷 ’L0%" 4RMR’ 芒果苷 &L)(’ ( 4RMR’

黄芩苷 ’0L(" 4RMR# ( 份% 每份 &L#) R% 分别精密加入
,#L#L" - 项下对照品贮备液 #’ #L)’ +’ #L) 4J% 按
,#L#L#- 项下方法制备约为样品质量浓度 "&&!的供试品
溶液% 计算回收率% 结果见表 #&

表 HG加样回收率试验结果 %#\c&

成分
取样量M

R
原有量M

4R
加入量M

4R
测得量M

4R
回收率M

!
平均回收

率M!

K>?M

!
龙胆苦苷 &L#)+ % &L#&) 0 &L#’+ ’ &L’’( / /0L00 //L+( "L"

&L#)’ " &L#&( " &L#’+ ’ &L’’( # /0L+/

&L#)( + &L#&% / &L#’+ ’ &L’’% # /0L&#

&L#)+ ) &L#&) ( &L#’+ ’ &L’’/ ) "&&L##

&L#)" " &L#&+ % &L#’+ ’ &L’’0 % "&&L%/

&L#)) # &L#&% & &L#’+ ’ &L’)& # //L0/

栀子苷 &L#)+ % "L#+( "L+%) #L)00 /0L"( //L+% "L’

&L#)’ " "L#+0 "L+%) #L(#’ "&&L/"

&L#)( + "L#’0 "L+%) #L)0/ /%L#’

&L#)+ ) "L#+) "L+%) #L(&) //L("

&L#)" " "L##+ "L+%) #L(&+ "&&L’&

&L#)) # "L#’+ "L+%) #L("% //L/"

芒果苷 &L#)+ % &L"’+ # &L")/ ( &L#// + /%L)+ /0L#’ &L()

&L#)’ " &L"’+ ) &L")/ ( &L+&& ( /0L#0

&L#)( + &L"’’ % &L")/ ( &L+&" + /%L/#

&L#)+ ) &L"’+ " &L")/ ( &L+&" / //L’#

&L#)" " &L"’" 0 &L")/ ( &L#/0 % /0L"#

&L#)) # &L"’’ " &L")/ ( &L+&" & /0L"’

黄芩苷 &L#)+ % "#L++ ""L/0 #’L+/ "&&L(+ /0L/( "L#

&L#)’ " "#L+) ""L/0 #’L&+ /%L)(

&L#)( + "#L’( ""L/0 #’L+" /0L/%

&L#)+ ) "#L+# ""L/0 #’L## //L++

&L#)" " "#L#" ""L/0 #’L") //L%"

&L#)) # "#L’" ""L/0 #’L&0 /%L)’

#L/!样品含有量测定!取 + 批样品% 按 ,#L#L#- 项下方
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法制备供试品溶液% 在 ,#L"- 项色谱条件下测定% 结果
见表 +&

表 IG含有量测定结果 %NVdV&

批号 龙胆苦苷 栀子苷 芒果苷 黄芩苷
#&"’"&&# &L0"" # ’L0%" &L)(’ ( ’0L("
#&"’"##" &L0"& + ’L00/ &L)(" + ’0L((
#&"’"##( &L0&0 0 ’L0(& &L)(+ ) ’0L%#

#L"&!检测限与定量限!取 ,#L#L"- 项下对照品贮备液%
逐级稀释后进样% 以色谱峰峰高为基线噪音 + 倍% 计算龙
胆苦苷’ 栀子苷’ 芒果苷和黄芩苷的检测限分别为 "L’(&’
&L’’&’ "L&(’’ #L+/( 8R( 以色谱峰峰高为基线噪音 "& 倍%
计算定量限分别为 ’L+0&’ "L+#&’ +L"/#’ %L"00 8R&
IG讨论
+L"!流动相的选择!龙胆苦苷’ 栀子苷’ 芒果苷和黄芩苷
的检测流动相大多用甲醇*磷酸溶液)"*#*或甲醇*水)+*)* % 也
有用乙腈*磷酸)(*0*溶液’ 乙腈*冰醋酸)/*或乙腈*磷酸盐溶
液)""*"#* & 用乙腈时% 栀子苷和芒果苷分离度较差% 而龙胆
苦苷和栀子苷为环烯醚萜苷% 其结构类似% 也较难分离(
流动相中甲醇比例超过 +&!时% 龙胆苦苷和栀子苷保留时
间较短% 分离度差% 而黄芩苷保留时间过长% 不利于分析&
故本实验采用梯度洗脱方式)/*"&* % 使 ’ 种成分均有合适的
保留时间和较高的分离度&
+L#!检测波长的选择!将 + 种对照品贮备液用 %&!甲醇稀
释后% 进行紫外图谱扫描% 发现龙胆苦苷在 #)’’ #%# 84
波长处有最大吸收% 栀子苷在 #+/ 84波长处有最大吸收%
芒果苷在 #’"’ #)0’ +"0’ +(0 84波长处有最大吸收% 黄
芩苷在 #’(’ #%0’ +"0 84波长处有最大吸收& 综合考虑%
本实验选择 #)’ 84作为检测波长% 各成分均有较高响应%
在上述实验条件下定量准确% 回收率较高&
+L+!提取方法的选择!本实验考察了超声提取)"%+* ’ 索氏
提取)’* ’ 回流提取等方式% 并研究了回流时间和超声时
间& 结果% + 种提取方法差异较小% 超声时间小于 #& 468
时测定结果偏低% 而在 +& 468以上较稳定& 因此% 选择超
声 +& 468作为提取方法&
+L’!提取溶剂的选择!用纯甲醇和不同比例的甲醇溶液作
为提取溶剂进行实验% 发现甲醇比例超过 )&!时% 提取效
果无明显差异( 纯甲醇由于溶剂效应% 在进样量超过+& #J
时% 龙胆苦苷’ 栀子苷和芒果苷峰型变差& 最终确定% 以
%&!甲醇为提取溶剂&
+L)!耐用性!用依利特 >68<;WX<4A?>*FG "#)& 44f
’L( 44% ) #4# 和.W1X4<F?> DTG3K>IJ-"0 "#)& 44f

’L( 44% ) #4# 色谱柱在两台高效液相色谱仪 "岛津 J-*
#&E.和ER6218Y"#(&# 上进行耐用性试验考察% 发现两个厂
家的液相色谱仪和两种色谱柱均可满足实验要求% 耐用性
良好&
+L(!注意事项!黄芩苷在 %&!甲醇中溶解度较差% 故可
先加入适量甲醇超声使其溶解% 再用水稀释至刻度&
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