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摘要： 目的　 建立 ＨＰＬＣ 法同时测定涤痰丸 （牵牛子、 大黄、 黄芩） 中没食子酸、 儿茶素、 咖啡酸、 大黄酸、 大黄

素、 阿魏酸、 黄芩苷的含有量。 方法 　 该药物甲醇提取液的分析采用 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱 （２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相甲醇⁃０􀆰 １％ 磷酸， 梯度洗脱； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２５４、 ２７８、
３２０ ｎｍ。 结果　 ７ 种成分在各自范围内线性关系良好 （ ｒ ＞ ０􀆰 ９９９ ５）， 平均加样回收率 ９８􀆰 ７４％ ～ １００􀆰 ９５％ ， ＲＳＤ
０􀆰 ８６％ ～１􀆰 ８４％ 。 结论　 该方法简便准确， 重复性好， 可用于涤痰丸的质量控制。
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　 　 涤痰丸收载于 《中华人民共和国卫生部药品

标准 （中药成方制剂） 》 第二册 （标准编号 ＷＳ３⁃
Ｂ⁃０３８６⁃９０）， 是由牵牛子 （炒）、 大黄、 黄芩 ３ 味

药材与百草霜、 煅金礞石粉末、 桃胶一起配研、 熔

化制成的褐黄色水丸， 具有清热化痰、 开郁化痞的

功效， 临床上用于痰火郁结、 气急疯痫、 湿热咳

嗽、 胸满作喘、 痰涎壅盛、 大便燥结［１⁃２］。 其中，
大黄素、 大黄酸、 儿茶素、 没食子酸、 阿魏酸是大

黄主要药效成分， 具有泻下攻积、 清热泻火、 逐瘀

通经、 抗病原微生物、 抗炎、 止血等作用［３⁃４］； 黄

芩苷是黄芩主要药效成分， 具有清热燥湿、 泻火解

毒、 止血、 抗炎等作用［５⁃６］； 大黄素、 咖啡酸是牵

牛子 （炒） 的主要药效成分， 具有治疗水肿胀满、
二便不通、 痰饮积聚、 气逆喘咳等作用［７］。 然而，
目前涤痰丸质量标准不完善， 尚无针对其含有量测

定的方法， 故本实验建立 ＨＰＬＣ 法同时测定其中没

食子酸、 儿茶素、 咖啡酸、 大黄酸、 大黄素、 阿魏

酸、 黄芩苷的含有量， 为该制剂质量评价和控制提

供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪， 配置

ＤＡＤ 检测器 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ＡＢ１３５⁃Ｓ 型电

子分析天平 ［梅特勒⁃托利多国际贸易 （上海） 有

限公司］； ＤＫ⁃９８⁃Ⅱ型电热恒温水浴锅 （天津市泰

斯特仪器有限公司）； Ｒ 系列旋转蒸发器 （上海申

生科技有限公司）； ＫＱ⁃２５０ 型超声波清洗器 （昆
山市超声仪器有限公司）。
１􀆰 ２　 试药　 涤痰丸 （按照标准处方及制备工艺自

制）。 没食子酸 （批号 １１０８３１⁃２０１２０４）、 儿茶素

（ 批 号 ８７７⁃２００００１ ）、 咖 啡 酸 （ 批 号 １１０８８５⁃
２００１０２）、 大黄酸 （批号 １１０７５７⁃２０００２０６）、 大黄

素 （批号 １１０７５６⁃２００１１０）、 阿魏酸 （批号 １１０７７３⁃
２００６１１）、 黄芩苷 （批号 １１０７１５⁃２０１３１８） 对照品

（中国食品药品检定研究院）。 甲醇为色谱纯； 其

他试剂均为分析纯。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱

（４􀆰 ６ ｍｍ× ２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相甲醇 （Ａ） ⁃
０􀆰 １％ 磷酸 （Ｂ）， 梯度洗脱， 程序见表 １； 体积流

量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２５４、 ２７８、
３２０ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液　 取没食子酸、 儿茶素、 咖啡

酸、 大黄酸、 大黄素、 阿魏酸、 黄芩苷对照品适

　 　 　 　 表 １　 梯度洗脱程序

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍｓ

时间 ／ ｍｉｎ Ａ 甲醇 ／ ％ Ｂ ０􀆰 １％ 磷酸 ／ ％
０ １０ ９０
７ １０ ９０

１０ ２３ ７７
２６ ２３ ７７
２９ ２８ ７２
４２ ２８ ７２
４５ ４５ ５５
６１ ４５ ５５
６７ ８０ ２０
９１ ８０ ２０

量， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇溶解并定容至刻度，
制得每 １ ｍＬ 分别含没食子酸 ３４９􀆰 ３ μｇ、 儿茶素

５８４􀆰 ３ μｇ、 咖啡酸 ０􀆰 ９４３ ５ μｇ、 大黄酸 １３４􀆰 ４ μｇ、
大黄 素 ５３􀆰 ３２ μｇ、 阿 魏 酸 １􀆰 ６３６ μｇ、 黄 芩 苷

８６３􀆰 ８ μｇ的溶液， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液　 本品研细， 精密称取约 ０􀆰 ５ ｇ
粉末， 置于具塞锥形瓶中， 加入 １０ ｍＬ 甲醇， 密

塞， 称定质量， 超声 ６０ ｍｉｎ， 放冷， 甲醇补足减失

的质量， 摇匀， 滤过， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ３　 阴性样品溶液　 按处方和工艺分别制备缺

大黄、 缺牵牛子和大黄、 缺黄芩和大黄的阴性样

品， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备相应溶液， 即得。
２􀆰 ３　 方法学考察

２􀆰 ３􀆰 １　 专属性试验　 取对照品、 供试品、 阴性样

品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 结果

见图 １～ ３。 由图可知， 各成分在相应位置均无干

扰， 表明该方法专属性良好， 而且其色谱峰理论塔

板数均大于 ３ ０００， 分离度均大于 １􀆰 ５。
２􀆰 ３􀆰 ２　 线性关系考察　 精密称取没食子酸、 儿茶

素、 咖啡酸、 大黄酸、 大黄素、 阿魏酸、 黄芩苷对

照品适量， 甲醇制成 ２ ７９４􀆰 ４、 ４ ６７４􀆰 ４、 ７􀆰 ５４８、
１ ０７５􀆰 ２、 ４２６􀆰 ５６、 １３􀆰 ０８８、 ６ ９１０􀆰 ４ μｇ ／ ｍＬ 贮 备

液， 依次稀释 １ ／ ２、 １ ／ ４、 １ ／ ８、 １ ／ １６、 １ ／ ３２、 １ ／ ６４
倍， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定。 以待测成

分峰面积为纵坐标 （Ｙ）， 对照品质量浓度为横坐

标 （Ｘ） 进行回归， 结果见表 ２， 可知各成分在各

自范围内线性关系良好。
２􀆰 ３􀆰 ３　 精密度试验 　 取 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下对照品溶

液 ６ 份， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得

没食子酸、 儿茶素、 咖啡酸、 大黄酸、 大黄素、 阿

魏酸、 黄芩苷峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ９８％ 、 ０􀆰 ６８％ 、
１􀆰 ７８％ 、 １􀆰 ８４％ 、 １􀆰 ７７％ 、 ０􀆰 ５９％ 、 １􀆰 ９８％ ， 表 明

仪器精密度良好。
１３

２０１９ 年 １ 月

第 ４１ 卷　 第 １ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０１９

Ｖｏｌ． ４１　 Ｎｏ． １



１． 没食子酸　 ２． 儿茶素　 ３． 黄芩苷

１． ｇａｌｌｉｃ ａｃｉｄ　 ２． ｃａｔｅｃｈｉｎ　 ３． ｂａｉｃａｌｉｎ

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图 （２７８ ｎｍ）
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎ⁃

ｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （２７８ ｎｍ）

２􀆰 ３􀆰 ４　 重复性试验　 称取本品粉末适量， 共 ６ 份，
按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 测得没食子酸、 儿茶素、

４． 咖啡酸　 ５． 阿魏酸

４． ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ　 ５． ｆｅｒｕｌｉｃ ａｃｉｄ

图 ２　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图 （３２０ ｎｍ）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎ⁃

ｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （３２０ ｎｍ）

表 ２　 各成分线性关系

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

成分 回归方程
线性范围 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
ｒ

没食子酸 Ｙ＝ ２ ５３３􀆰 １Ｘ＋１０􀆰 ４６８ ４３􀆰 ６６３～１ ３９７􀆰 ２ ０􀆰 ９９９ ８
儿茶素 Ｙ＝ １ ０４８􀆰 ４Ｘ－２５􀆰 ９２３ ７３􀆰 ０３８～２ ３３７􀆰 ２ ０􀆰 ９９９ ７
咖啡酸 Ｙ＝ ２２ ７７８Ｘ－０􀆰 ０５６ ７ ０􀆰 １１８～３􀆰 ７７４ ０􀆰 ９９９ ８
大黄酸 Ｙ＝ ５ ２６２􀆰 １Ｘ－２９􀆰 ２１５ １６􀆰 ８～５３７􀆰 ６ ０􀆰 ９９９ ６
大黄素 Ｙ＝ １５ ５０２Ｘ＋１６􀆰 ０３２ ６􀆰 ６６５～２１３􀆰 ２８ ０􀆰 ９９９ ５
阿魏酸 Ｙ＝ ２５ ６９６Ｘ－０􀆰 ２４２ ８ ０􀆰 ２０５～６􀆰 ５４４ ０􀆰 ９９９ ６
黄芩苷 Ｙ＝ ７ ８９５􀆰 ２Ｘ－１６６􀆰 １７ １０７􀆰 ９８～３ ４５５􀆰 ２ ０􀆰 ９９９ ６
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６． 大黄酸　 ７． 大黄素

６． ｒｈｅｉｎ　 ７． ｅｍｏｄｉｎ

图 ３　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图 （２５４ ｎｍ）
Ｆｉｇ􀆰 ３ 　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ

（２５４ ｎｍ）

咖啡酸、 大黄酸、 大黄素、 阿魏酸、 黄芩苷含有量

ＲＳＤ 分 别 为 １􀆰 ９８％ 、 １􀆰 ９０％ 、 １􀆰 ９６％ 、 １􀆰 ７７％ 、
１􀆰 ９３％ 、 １􀆰 ５９％ 、 １􀆰 ４４％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ３􀆰 ５　 稳定性试验 　 取 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下供试品溶

液， 于 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １” 项色谱条

件下进样测定， 测得没食子酸、 儿茶素、 咖啡酸、
大黄酸、 大黄素、 阿魏酸、 黄芩苷峰面积 ＲＳＤ 分

别为 ０􀆰 ７５％ 、 １􀆰 ８０％ 、 １􀆰 ９８％ 、 １􀆰 ９６％ 、 １􀆰 ８２％ 、
０􀆰 ６２％ 、 １􀆰 ３２％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ３􀆰 ６　 加样回收率试验　 精密称取含有量已知的

本品 （批号 ２０１７０５０１） ６ 份， 每份约 ０􀆰 ２５ ｇ， 精密

加入对照品溶液， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备供试

品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算

回收率。 结果， 没食子酸、 儿茶素、 咖啡酸、 大黄

酸、 大黄素、 阿魏酸、 黄芩苷平均加样回收率分别

为 ９９􀆰 ７７％ 、 ９９􀆰 ８４％ 、 １００􀆰 ５５％ 、 ９８􀆰 ７４％ 、 ９９􀆰 ６７％ 、
１００􀆰 ９５％ 、 １００􀆰 ７４％ ， ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ６０％ 、 １􀆰 ２５％ 、
１􀆰 ８４％ 、 １􀆰 ７７％ 、 １􀆰 ０８％ 、 １􀆰 ５８％ 、 ０􀆰 ８６％ 。
２􀆰 ４　 样品含有量测定　 取 ３ 批本品， 按 “２􀆰 １􀆰 ２”
项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件

下进样测定， 计算含有量， 结果见表 ３。
３　 讨论

３􀆰 １　 流动相选择　 本实验考察甲醇⁃水、 乙腈⁃水，
甲醇⁃磷酸⁃水， 乙腈⁃磷酸⁃水体系， 发现在甲醇⁃
水、 乙腈⁃水体系下没食子酸和儿茶素有拖尾现象，

表 ３　 各成分含有量测定结果 （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （ｍｇ ／ ｇ， ｎ＝３）

批号　 没食子酸 儿茶素 咖啡酸 大黄酸 大黄素 阿魏酸 黄芩苷

２０１７０５０１ ７􀆰 ９６６ １２􀆰 ７０１ ０􀆰 ００９ ３􀆰 ０６９ ０􀆰 ９１９ ０􀆰 ０２２ １９􀆰 ３２３
２０１７０５０２ ８􀆰 ０８２ １３􀆰 ８１１ ０􀆰 ００９ ２􀆰 ９０７ ０􀆰 ８５３ ０􀆰 ０２８ １８􀆰 ９３４
２０１７０５０３ ８􀆰 ０５７ １３􀆰 ９２８ ０􀆰 ００８ ３􀆰 １３４ ０􀆰 ８９２ ０􀆰 ０２６ １９􀆰 ７４３
平均值 ８􀆰 ０３５ １３􀆰 ４８０ ０􀆰 ００９ ３􀆰 ０３７ ０􀆰 ８８８ ０􀆰 ０２５ １９􀆰 ３３３

而在甲醇⁃磷酸⁃水体系下各待测成分色谱峰峰形和

分离度均良好。 另外， 由于待测成分多， 极性差异

明显， 流动相极性跨度也较大， 故梯度变化不宜过

快。 最终， 确定 “ ２􀆰 １ ” 项下流动相进行梯度

洗脱。
３􀆰 ２　 检测波长选择　 本实验通过 ＨＰＬＣ⁃ＤＡＤ 检测

器， 在 ２００～４００ ｎｍ 波长范围内进行考察， 同时比

较供试品中各待测成分色谱峰， 以物质吸收大小和

与其他色谱峰分离度作为指标。 最终确定， 检测波

长为 ２５４ ｎｍ （大黄酸、 大黄素） ［８⁃１０］、 ２７８ ｎｍ （没
食子酸、 儿茶素、 黄芩苷） ［１１⁃１３］、 ３２０ ｎｍ （咖啡

酸、 阿魏酸）。
３􀆰 ３　 供试品制备方法选择　 本实验比较了超声提

取法、 热回流提取法、 索氏提取法、 浸渍法的提取

效果， 最终选择超声提取法， 该方法具有较高的提

取率， 而且可保护一些热敏性物质不被破坏。 然

后， 比较了乙醇、 甲醇、 三氯甲烷、 石油醚的提取

效果， 最终选择甲醇作为提取溶剂。
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