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摘要： 目的　 对黄连解毒丸质量标准进行再评价。 方法　 采用加样回收试验对原标准的定量测定进行准确度研究。 然

后， ＨＰＬＣ 法测定栀子苷含有量， 建立其指纹图谱。 结果　 原标准中的准确度不符合相关要求。 本实验中栀子苷在

０􀆰 １３２ ４～０􀆰 ７９４ ４ μｇ 范围内线性关系良好， 平均加样回收率为 １０１􀆰 ０１％ ， ＲＳＤ 为 ３􀆰 ８８％ 。 １０ 批样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱中

有 １８ 个共有峰， 相似度 ０􀆰 ９９５～１􀆰 ０００， 将其中 １５ 个归属到各药材， 明确了 ７ 个所含的化学成分。 结论　 该方法合理

可行， 可用于黄连解毒丸的质量控制。 样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱与对照指纹图谱的相似度应大于 ０􀆰 ９００。
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　 　 黄连解毒丸由大黄 （酒炒）、 黄连 （酒浸）、
黄芩 （酒蒸）、 黄柏 （酒炒）、 滑石、 栀子 （炒）、
川木通 ７ 味药材组成， 为黄褐色水丸， 是成都九芝

堂金鼎药业有限公司的独家品种， 具有泻火、 解

毒、 通便等功效， 用于三焦积热、 口舌生疮、 目赤

头痛、 便秘溲赤、 心胸烦热、 热痢泄泻、 咽痛衄

血、 疮疖痔血， 其质量标准收载于 《国家中成药

标准汇编 （中成药地方标准上升国家标准部分 内

科 脾胃分册） 》， 但仅采用薄层扫描法对黄连、 黄

柏含有量进行测定［１］， 方法重复性、 准确度较低，
受操作人员影响较大， 难以进行有效控制。

准确度是指采用该方法测定的结果与真实值或

参考值接近的程度， 一般用回收率表示［２］。 在对

同时测定黄芩苷、 盐酸小檗碱含有量的方法学进行

考察时发现， 加样回收率远低于限度要求， 无法准

确测定； 对黄连解毒丸中主要成分的理化性质进行

分析发现， 黄连与包括黄芩、 大黄在内的许多中药

共煎煮时均有沉淀物产生［３］， 而且可溶于吡啶、
稀酸、 稀碱， 微溶于冷甲醇、 乙醇， 不溶于水、 氯

仿、 石油醚， 在热甲醇中能不断溶解， 冷却后又生

成沉淀［４］。 但目前含黄芩、 黄连、 黄柏的中成药

几乎都建立了黄芩苷和 （或） 盐酸小檗碱含有量

测定项， 故方法学考察中应进行准确度研究， 即加

样回收率试验。
课题组前期发现， 由于黄芩苷与盐酸小檗碱生

成沉淀， 故两者加样回收率均不符合要求。 基于

此， 本实验以黄连解毒丸为代表， 对黄芩苷、 盐酸

小檗碱含有量测定方法的准确度进行研究， 考虑到

该制剂由 ７ 味药材组成， 再以栀子苷为指标。 同

时， 根据中药多组分、 多靶点整体综合作用的特
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点［５⁃７］， 从全成分角度出发建立黄连解毒丸 ＨＰＬＣ
指纹图谱， 它是一种综合的、 可量化的鉴别模式，
具有快速准确的特点［８］， 可有效检测和控制中药

产品的真实性、 质量一致性、 稳定性［９⁃１０］， 可为制

定该制剂全面整体的质量控制方法提供实验依据。
１　 材料

Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ 型高效液相色谱仪， 配置 Ｗａｔｅｒｓ
２９９６ 型 ＰＡＤ 检测器 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＦＡ２００４
型电子分析天平 （上海良平仪器仪表有限公司）；
Ｐ２３０Ⅱ型高效液相色谱仪 （大连依利特分析仪器

有限公司）； ＳＱＰ 型电子分析天平 ［赛多利斯科学

仪器 （北京） 有限公司］； ＫＱ⁃１００Ｅ 型超声波清洗

器 （昆山市超声仪器有限公司）；
栀子苷 （ 批号 １６０５２９０２ ）、 黄芩苷 （ 批号

１５０７１８）、 盐酸小檗碱 （批号 １６０７２３０２）、 黄芩素

（批号 １５０３０７）、 汉黄芩素 （批号 １４０２１７）、 盐酸

巴马汀 （批号 １６０６０８０３）、 盐酸药根碱 （批号

１６０７０３０５） 对照品均购于四川省维克奇生物科技

有限公司。 大黄 （酒炒） （批号 １７０１０８）、 黄连

（酒浸） （批号 １６１１２４）、 黄芩 （酒蒸） （批号

１７０３０２）、 黄柏 （酒炒） （批号 １６１２２４）、 栀子

（炒） （批号 １６１００２）、 川木通 （批号 １６１２２３）、 滑

石 （批号 １７０１１９） 均经成都大学刘涛研究员鉴定

为正品。 黄连解毒丸 （批号 ２０１７０４２５、 ２０１７０４２６、
２０１８０１２２、 ２０１８０３０１、 ２０１８０３０２、 ２０１８０３０７、
２０１８０３０８、 ２０１８０３２０、 ２０１８０３２１、 ２０１８０４１２， 编号

Ｓ１～ Ｓ１０） 由成都九芝堂金鼎药业有限公司提供。
甲醇、 乙腈为色谱纯； 其他试剂均为分析纯； 水为

纯净水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 黄芩苷、 盐酸小檗碱含有量测定

２􀆰 １􀆰 １　 色谱条件　 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＯＤＳ⁃２ 色谱柱（２５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （ Ａ） ⁃０􀆰 ２％ 磷酸

（Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ ３２ ｍｉｎ， ８％ →２４％ Ａ； ３２ ～
４６ ｍｉｎ， ２４％ Ａ； ４６ ～ ５５ ｍｉｎ， ２４％ →３４％ Ａ； ５５ ～
６３ ｍｉｎ， ３４％ →５４％ Ａ； ６３ ～ ８０ ｍｉｎ， ５４％ →６８％
Ａ）； 体积流量 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长

２３８ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２􀆰 １􀆰 ２　 对照品溶液制备　 （１） 精密称取黄芩苷、
盐酸小檗碱对照品适量， 甲醇制成每 １ ｍＬ 分别含

两者 ３４７􀆰 ２、 ５６９􀆰 ６ μｇ 的溶液， 即得。 （２） 精密称

取黄芩苷、 盐酸小檗碱对照品适量， 甲醇制成每

１ ｍＬ分别含两者 １ ２０９􀆰 ６、 ５７９ μｇ 的溶液， 即得。
（３） 精密称取黄芩苷、 盐酸小檗碱对照品适量，

二甲基亚砜制成每 １ ｍＬ 分别含两者 ３７８、 ６５１ μｇ
的溶液， 即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 供试品溶液制备　 取丸剂适量， 研细， 精

密称取约 ０􀆰 ２５ ｇ， 置于具塞锥形瓶中， 精密加入甲

醇 ２５ ｍＬ， 称定质量， 超声 （ １００ Ｗ、 ４０ ｋＨｚ）
３０ ｍｉｎ， 取出， 冷却至室温， 甲醇补足减失的质

量， 摇匀， 滤过， 取续滤液， 过 ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤

膜， 即得。
２􀆰 １􀆰 ４　 阴性样品溶液制备　 按处方比例分别除去

黄芩及黄连、 黄柏， 作为阴性样品， 按 “２􀆰 １􀆰 ３”
项下方法制备， 即得。
２􀆰 １􀆰 ５　 专属性试验 　 吸取 “２􀆰 １􀆰 ２” ～ “２􀆰 １􀆰 ４”
项下溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定，
结果见图 １。 由图可知， 阴性样品无干扰， 方法专

属性强。

１． 黄芩苷　 ２． 盐酸小檗碱

１． ｂａｉｃａｌｉｎ　 ２． ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

图 １　 黄芩苷、 盐酸小檗碱 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 １ 　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ａｎｄ
ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

２􀆰 １􀆰 ６　 线性关系考察　 精密吸取 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下对

照品溶液 （１） １、 ２、 ３、 ４、 ５、 ６ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ
量瓶中， 甲醇定容， 摇匀， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条

件下进样测定。 以进样量为横坐标 （Ｘ）， 峰面积

为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 得方程分别为黄芩苷
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Ｙ＝ １􀆰 ００×１０６Ｘ－９􀆰 ８４×１０４ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ５）、 盐酸小

檗碱 Ｙ＝ ８􀆰 ３４×１０５Ｘ－７􀆰 ６６×１０４ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ５）， 分

别在 ０􀆰 ３４７ ２～ ２􀆰 ０８３ ２、 ０􀆰 ５６９ ６ ～ ３􀆰 ４１７ ６ μｇ 范围

内线性关系良好。
２􀆰 １􀆰 ７　 精密度试验 　 精密吸取 “２􀆰 １􀆰 ３” 项下供

试品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６
次， 测得黄芩苷、 盐酸小檗碱峰面积 ＲＳＤ 分别为

１􀆰 ３３％ 、 ０􀆰 ７３％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 １􀆰 ８　 重复性试验　 取样品 （编号 Ｓ２） 适量， 按

“２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 平行 ６ 份， 在

“２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得黄芩苷、 盐

酸小檗碱含有量 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 １８％ 、 ２􀆰 ５６％ ， 表明

该方法重复性良好。
２􀆰 １􀆰 ９　 稳定性试验　 取样品 （编号 Ｓ２） 适量， 按

“２􀆰 １􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 于 ０、 ２、 ４、
６、 ８、 １０、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下进

样测定， 测得黄芩苷、 盐酸小檗碱峰面积 ＲＳＤ 分

别为 １􀆰 ４９％ 、 １􀆰 １７％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定性

良好。
２􀆰 １􀆰 １０　 加样回收率试验 　 取样品 （编号 Ｓ２） 适

量， 研细， 精密称取约 ０􀆰 １２５ ｇ， 平行 ６ 份， 精密加

入黄芩苷、 盐酸小檗碱对照品适量， 按 “２􀆰 １􀆰 ３” 项

下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项色谱条件下

进样测定， 计算回收率， 结果见表 １。
表 １　 黄芩苷、 盐酸小檗碱加样回收率试验结果 （ｎ＝６）

　 Ｔａｂ􀆰 １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｂａｉｃａｌｉｎ ａｎｄ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ （ｎ＝６）
成分 原有量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

黄芩苷 １􀆰 １２ １􀆰 １１ １􀆰 ７８ ５９􀆰 ４６
１􀆰 １０ １􀆰 １１ １􀆰 ７６ ５９􀆰 ９１
１􀆰 １０ １􀆰 １１ １􀆰 ７７ ６０􀆰 ０１
１􀆰 １０ １􀆰 １１ １􀆰 ８５ ６７􀆰 １３
１􀆰 １０ １􀆰 １１ １􀆰 ７１ ５７􀆰 １８
１􀆰 ０９ １􀆰 １１ １􀆰 ７４ ５８􀆰 ２４

６０􀆰 ３２ ５􀆰 ８２

盐酸小檗碱 ２􀆰 ５３ ２􀆰 ４８ ４􀆰 ３６ ７３􀆰 ７９
２􀆰 ５０ ２􀆰 ４８ ４􀆰 ３７ ７５􀆰 ４４
２􀆰 ５１ ２􀆰 ４８ ４􀆰 ２７ ７０􀆰 ８８
２􀆰 ５１ ２􀆰 ４８ ４􀆰 １８ ６７􀆰 １６
２􀆰 ５０ ２􀆰 ４８ ４􀆰 １０ ６４􀆰 ５１
２􀆰 ４９ ２􀆰 ４８ ４􀆰 ０７ ６３􀆰 ７４

６９􀆰 ２５ ７􀆰 ０４

　 　 注：加入对照品溶液后供试品溶液颜色由黄色变为绿色，０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜过滤后亦然

２􀆰 １􀆰 １１　 样品含有量测定　 取 “２􀆰 １􀆰 ２” 项下黄芩

苷对照品溶液 （２） ０􀆰 ４ ｍＬ、 盐酸小檗碱对照品溶

液 （２） １􀆰 ３ ｍＬ， 置于 ５ ｍＬ 量瓶中， 甲醇定容至

刻 度， 摇 匀， ０􀆰 ４５ μｍ 微 孔 滤 膜 过 滤； 取

“２􀆰 １􀆰 ２” 项下黄芩苷对照品溶液 （３） １􀆰 ４ ｍＬ、 盐

酸小檗碱对照品溶液 （３） １􀆰 ２ ｍＬ， 置于 ５ ｍＬ 量

瓶中， 二甲基亚砜定容至刻度， 摇匀， ０􀆰 ４５ μｍ 微

孔滤膜过滤， 平行 ３ 份， 在 “２􀆰 １􀆰 １” 项下色谱条

件下进样测定， 结果见表 ２， 可知在以甲醇、 二甲

基亚砜为溶剂配制的对照品溶液中， 各成分含有量

均低于理论值。

表 ２　 黄芩苷、 盐酸小檗碱含有量测定结果 （ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ａｎｄ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ （ｎ＝３）

溶剂
黄芩苷理论值 ／

（μｇ·ｍＬ－１）

黄芩苷测得值 ／

（μｇ·ｍＬ－１）

盐酸小檗碱理论值 ／

（μｇ·ｍＬ－１）

盐酸小檗碱测得值 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
甲醇 ９６􀆰 ７７ ７８􀆰 ２８ １５０􀆰 ５４ １２７􀆰 ３３
二甲基亚砜 １０５􀆰 ８４ ９２􀆰 ２７ １５６􀆰 ２４ １３５􀆰 ６９

２􀆰 ２　 栀子苷含有量测定

２􀆰 ２􀆰 １ 　 色 谱 条 件 　 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＯＤＳ⁃２ 色 谱 柱

（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相乙腈 （ Ａ） ⁃
０􀆰 ２％ 磷酸 （Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ ３２ ｍｉｎ， １０％ →
２４％ Ａ； ３２ ～ ４２ ｍｉｎ， ２４％ Ａ； ４２ ～ ８０ ｍｉｎ， ２４％ →
５０％ Ａ； ８０ ～ ９０ ｍｉｎ， ５０％ →５２％ Ａ）； 体积流量

１ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长 ２３８ ｎｍ； 进样量

１０ μＬ。
２􀆰 ２􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取栀子苷对照品

适量， 甲醇制成每 １ ｍＬ 含 ６６２􀆰 ０ μｇ 该成分的贮备

液， 精密称取适量， 甲醇制成每 １ ｍＬ 含 ７０􀆰 ９６ μｇ
该成分的溶液， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ３　 供试品溶液制备　 取丸剂适量， 研细， 精

密称取约 ０􀆰 ２５ ｇ， 置于具塞锥形瓶中， 精密加入

０３３２
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２５ ｍＬ 甲醇， 称定质量， 超声 ３０ ｍｉｎ， 取出， 冷却

至室温， 甲醇补足减失的质量， 摇匀， 滤过， 取续

滤液， 过 ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ４　 阴性样品溶液制备　 按处方比例除去栀子，
作为 阴 性 样 品， 按 “ ２􀆰 ２􀆰 ３ ” 项 下 方 法 制 备，
即得。
２􀆰 ２􀆰 ５　 专属性试验 　 吸取 “２􀆰 ２􀆰 ２” ～ “２􀆰 ２􀆰 ４”
项下溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定，
结果见图 ２。 由图可知， 该方法专属性强， 阴性无

干扰。

１． 栀子苷

１． ｇｅｎｉｐｏｓｉｄｅ

图 ２　 栀子苷 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｇｅｎｉｐｏｓｉｄｅ

２􀆰 ２􀆰 ６　 线性关系考察　 精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下贮

备液 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、 １􀆰 ０、 １􀆰 ２ ｍＬ 于１０ ｍＬ量
瓶中， 甲醇定容， 摇匀， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件

下进样测定。 以进样量为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为

纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 得方程为 Ｙ ＝ １ ００２􀆰 １Ｘ－
１３􀆰 ３６１ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ５）， 在 ０􀆰 １３２ ４～０􀆰 ７９４ ４ μｇ 范

围内线性关系良好。
２􀆰 ２􀆰 ７　 精密度试验 　 精密吸取 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下供

试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６
次， 测得栀子苷峰面积 ＲＳＤ 为 １􀆰 ８９％ ， 表明仪器

精密度良好。
２􀆰 ２􀆰 ８　 重复性试验　 取样品 （编号 Ｓ２） 适量， 按

“２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 平行 ６ 份，
在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得栀子苷

含有量 ＲＳＤ 为 ２􀆰 ７５％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ２􀆰 ９　 稳定性试验　 取样品 （编号 Ｓ２） 适量， 按

“２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １”
项色谱条件下于 ０、 ２、 ４、 ６、 ８、 １０、 １２、 ２４ ｈ 进

样测定， 测得栀子苷峰面积 ＲＳＤ 为 １􀆰 ４７％ ， 表明

溶液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ２􀆰 １０　 加样回收率试验 　 取样品 （编号 Ｓ２） 适

量， 研细， 精密称取约 ０􀆰 １２５ ｇ， 平行 ６ 份， 精密

加入栀子苷对照品适量， 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法制

备供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测

定， 计算回收率， 结果见表 ３。
表 ３　 栀子苷加样回收率试验结果 （ｎ＝６）

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｇｅｎｉｐｏｓｉｄｅ （ｎ＝６）
原有量 ／

ｍｇ
加入量 ／

ｍｇ
测得量 ／

ｍｇ
回收率 ／

％
平均回收
率 ／ ％

ＲＳＤ ／
％

６８５􀆰 ３０ ６８１􀆰 ２２ １ ３９１􀆰 ７５ １０３􀆰 ７０
６９０􀆰 ２５ ６８１􀆰 ２２ １ ４００􀆰 ５０ １０４􀆰 ２６
６８８􀆰 ０５ ６８１􀆰 ２２ １ ３９０􀆰 ７５ １０３􀆰 １５
６８５􀆰 ３０ ６８１􀆰 ２２ １ ３３５􀆰 ５０ ９５􀆰 ４４
６８７􀆰 ５０ ６８１􀆰 ２２ １ ３４５􀆰 ５０ ９６􀆰 ５９
６９０􀆰 ２５ ６８１􀆰 ２２ １ ３９１􀆰 ５０ １０２􀆰 ９４

１０１􀆰 ０１ ３􀆰 ８８

２􀆰 ２􀆰 １１　 样品含有量测定 　 取 １０ 批丸剂， 每批 ２
份， 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算含有量，
结果见表 ４。 以平均值的 ８０％ 为最低限度， 栀子苷

含有量应不低于 ４􀆰 ６２ ｍｇ ／ ｇ。
表 ４　 栀子苷含有量测定结果 （ｎ＝２）

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｉｐｏｓｉｄｅ （ｎ＝２）
批号 栀子苷 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 批号 栀子苷 ／ （ｍｇ·ｇ－１）
Ｓ１ ５􀆰 ７４

５􀆰 ６６
Ｓ６ ６􀆰 ５６

６􀆰 ２５
Ｓ２ ５􀆰 １５

５􀆰 ２１
Ｓ７ ６􀆰 ０２

６􀆰 ０２
Ｓ３ ４􀆰 ７６

４􀆰 ５８
Ｓ８ ５􀆰 ９９

５􀆰 ９３
Ｓ４ ６􀆰 ４６

６􀆰 ３７
Ｓ９ ５􀆰 ２６

４􀆰 ９５
Ｓ５ ６􀆰 ７０

６􀆰 ２９
Ｓ１０ ５􀆰 ６８

５􀆰 ７６

２􀆰 ３　 指纹图谱建立

２􀆰 ３􀆰 １　 精密度试验　 取样品 （编号 Ｓ２） １ 份， 按

“２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定 ６ 次， 以栀子苷为参照峰，
测得 １３ 个色谱峰 相 对 保 留 时 间 ＲＳＤ 均 小 于

０􀆰 ６３％ ， 相对峰面积 ＲＳＤ 均小于 ２􀆰 ９５％ ， 表明仪

器精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ２　 重复性试验　 取样品 （编号 Ｓ２） ６ 份， 按

“２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １”
项色谱条件下进样测定， 以栀子苷为参照峰， 测得

１３ 个色谱峰相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 ０􀆰 ８０％ ， 相

１３３２
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对峰面积 ＲＳＤ 均小于 ２􀆰 ６５％ ， 表明该方法重复性

良好。
２􀆰 ３􀆰 ３　 稳定性试验　 取样品 （编号 Ｓ２） １ 份， 按

“２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 于 ０、 ２、 ４、
６、 ８、 １２ ｈ 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测定，
以栀子苷为参照峰， 测得 １３ 个色谱峰相对保留时

间 ＲＳＤ 均小于 ０􀆰 ２７％ ， 相对峰面积 ＲＳＤ 均小于

２􀆰 １５％ ， 表明溶液在 １２ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ３􀆰 ４　 共有峰分析 　 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法制备

供试品溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条件下进样测

定， 得到指纹图谱 （图 ３）， 确定 １８ 个共有峰， 其

峰面积占总数的 ９０％ 以上。 以 ４ 号峰 （栀子苷）
　 　 　 　

为参照峰 （Ｓ）， 计算各色谱峰相关保留时间、 相

对保留峰面积， 结果见表 ５ ～ ６， 可知前者 ＲＳＤ 小

于 ０􀆰 ６５％ ， 后者为 ７􀆰 ７９％ ～ ２６􀆰 ９８％ ， 表明各批样

品中成分种类较稳定， 但其含有量有较大差异。

图 ３　 １０ 批样品 ＨＰＬＣ 指纹图谱

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ ｔｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

表 ５　 共有峰相对保留时间

　 Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ

峰号
相对保留时间

Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８ Ｓ９ Ｓ１０
１ ０􀆰 ７６２ ０􀆰 ７６３ ０􀆰 ７６５ ０􀆰 ７６２ ０􀆰 ７６４ ０􀆰 ７５９ ０􀆰 ７６５ ０􀆰 ７６２ ０􀆰 ７６２ ０􀆰 ７６２
２ ０􀆰 ８１０ ０􀆰 ８０７ ０􀆰 ８２２ ０􀆰 ８０８ ０􀆰 ８１８ ０􀆰 ８０７ ０􀆰 ８１０ ０􀆰 ８０８ ０􀆰 ８０８ ０􀆰 ８０６
３ ０􀆰 ８７６ ０􀆰 ８７５ ０􀆰 ８８５ ０􀆰 ８７５ ０􀆰 ８８２ ０􀆰 ８７６ ０􀆰 ８７７ ０􀆰 ８７５ ０􀆰 ８７５ ０􀆰 ８７４

４（Ｓ） １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００
５ １􀆰 ２９７ １􀆰 ２９５ １􀆰 ３０１ １􀆰 ２９６ １􀆰 ３０１ １􀆰 ２９３ １􀆰 ２９４ １􀆰 ２９５ １􀆰 ２９６ １􀆰 ２９４
６ ２􀆰 ２８５ ２􀆰 ２６３ ２􀆰 ２６４ ２􀆰 ２８２ ２􀆰 ２６８ ２􀆰 ２５８ ２􀆰 ２６５ ２􀆰 ２７３ ２􀆰 ２７３ ２􀆰 ２７４
７ ２􀆰 ７６９ ２􀆰 ７４８ ２􀆰 ７５７ ２􀆰 ７６９ ２􀆰 ７５０ ２􀆰 ７４７ ２􀆰 ７５９ ２􀆰 ７６７ ２􀆰 ７６７ ２􀆰 ７６４
８ ２􀆰 ８８１ ２􀆰 ８５３ ２􀆰 ８３７ ２􀆰 ８８２ ２􀆰 ８４７ ２􀆰 ８４９ ２􀆰 ８６１ ２􀆰 ８７０ ２􀆰 ８７２ ２􀆰 ８７１
９ ２􀆰 ９２９ ２􀆰 ９０１ ２􀆰 ８９５ ２􀆰 ９３３ ２􀆰 ９０２ ２􀆰 ８９７ ２􀆰 ９０６ ２􀆰 ９１６ ２􀆰 ９１７ ２􀆰 ９２０
１０ ３􀆰 １３０ ３􀆰 １２２ ３􀆰 １１４ ３􀆰 １３６ ３􀆰 １１６ ３􀆰 １１４ ３􀆰 １２２ ３􀆰 １３１ ３􀆰 １３１ ３􀆰 １３２
１１ ３􀆰 ２８２ ３􀆰 ２７８ ３􀆰 ２５７ ３􀆰 ２８９ ３􀆰 ２６５ ３􀆰 ２６５ ３􀆰 ２７４ ３􀆰 ２８５ ３􀆰 ２８５ ３􀆰 ２８７
１２ ３􀆰 ３４１ ３􀆰 ３３８ ３􀆰 ３１４ ３􀆰 ３４９ ３􀆰 ３２３ ３􀆰 ３２４ ３􀆰 ３３４ ３􀆰 ３４５ ３􀆰 ３４５ ３􀆰 ３４７
１３ ３􀆰 ４２５ ３􀆰 ４２２ ３􀆰 ３９９ ３􀆰 ４３４ ３􀆰 ４０９ ３􀆰 ４０８ ３􀆰 ４１９ ３􀆰 ４３０ ３􀆰 ４２９ ３􀆰 ４３２
１４ ３􀆰 ８６７ ３􀆰 ８６４ ３􀆰 ８４０ ３􀆰 ８７７ ３􀆰 ８５１ ３􀆰 ８４９ ３􀆰 ８５８ ３􀆰 ８７１ ３􀆰 ８７０ ３􀆰 ８７５
１５ ４􀆰 ３２１ ４􀆰 ３１９ ４􀆰 ２９５ ４􀆰 ３３４ ４􀆰 ３０５ ４􀆰 ３０２ ４􀆰 ３１２ ４􀆰 ３２６ ４􀆰 ３２５ ４􀆰 ３３２
１６ ４􀆰 ５４８ ４􀆰 ５４７ ４􀆰 ５１４ ４􀆰 ５６０ ４􀆰 ５２７ ４􀆰 ５２７ ４􀆰 ５３９ ４􀆰 ５５４ ４􀆰 ５５３ ４􀆰 ５６０
１７ ４􀆰 ６４０ ４􀆰 ６４０ ４􀆰 ６０３ ４􀆰 ６５３ ４􀆰 ６１９ ４􀆰 ６１８ ４􀆰 ６３０ ４􀆰 ６４６ ４􀆰 ６４５ ４􀆰 ６５２
１８ ４􀆰 ７０２ ４􀆰 ７０１ ４􀆰 ６６７ ４􀆰 ７１５ ４􀆰 ６８２ ４􀆰 ６８１ ４􀆰 ６９２ ４􀆰 ７０９ ４􀆰 ７０７ ４􀆰 ７１５

表 ６　 共有峰相对峰面积

Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｅａｋ ａｒｅａｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ

峰号
相对峰面积

Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８ Ｓ９ Ｓ１０
１ ０􀆰 １４７ ０􀆰 １３０ ０􀆰 １２８ ０􀆰 １６０ ０􀆰 １５２ ０􀆰 １５０ ０􀆰 １４９ ０􀆰 １４０ ０􀆰 １２８ ０􀆰 １４０
２ ０􀆰 ０９８ ０􀆰 ０９９ ０􀆰 １９４ ０􀆰 １６１ ０􀆰 １５２ ０􀆰 １６１ ０􀆰 １２９ ０􀆰 １２８ ０􀆰 １２１ ０􀆰 １３０
３ ０􀆰 ０８６ ０􀆰 ０９４ ０􀆰 １５０ ０􀆰 １１４ ０􀆰 １１４ ０􀆰 １２２ ０􀆰 １０３ ０􀆰 １０６ ０􀆰 １０１ ０􀆰 １０６

４（Ｓ） １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００ １􀆰 ０００
５ ０􀆰 ５５９ ０􀆰 ５７３ ０􀆰 ７６９ ０􀆰 ６６９ ０􀆰 ５６４ ０􀆰 ６８９ ０􀆰 ６１７ ０􀆰 ６３４ ０􀆰 ６３９ ０􀆰 ６４０
６ ０􀆰 ３０９ ０􀆰 ３３６ ０􀆰 ４３１ ０􀆰 ２４１ ０􀆰 ２８９ ０􀆰 ２６８ ０􀆰 ２１２ ０􀆰 ２１２ ０􀆰 ２０８ ０􀆰 ２０３
７ ２􀆰 ３９９ ２􀆰 ５０８ ４􀆰 １００ ２􀆰 ９５１ ２􀆰 ９３３ ３􀆰 １１５ ２􀆰 ７５０ ２􀆰 ７８６ ２􀆰 ９４１ ２􀆰 ９０７
８ ０􀆰 １３８ ０􀆰 ２３７ ０􀆰 ３０１ ０􀆰 ２０５ ０􀆰 ２０９ ０􀆰 ２２６ ０􀆰 １７８ ０􀆰 １８３ ０􀆰 １６９ ０􀆰 １９０
９ ３􀆰 ７３５ ４􀆰 ３２１ ４􀆰 ９２２ ３􀆰 ４０９ ３􀆰 ３４０ ３􀆰 ５９７ ３􀆰 ６４６ ３􀆰 ６８３ ４􀆰 ２１３ ３􀆰 ７２０
１０ ０􀆰 ０９８ ０􀆰 １３８ ０􀆰 ２１２ ０􀆰 １５７ ０􀆰 １２８ ０􀆰 １６４ ０􀆰 １５０ ０􀆰 １５３ ０􀆰 １６１ ０􀆰 １５６
１１ ０􀆰 ３３３ ０􀆰 ３３９ ０􀆰 ４６３ ０􀆰 ３８８ ０􀆰 ３７１ ０􀆰 ３９２ ０􀆰 ３６３ ０􀆰 ３７１ ０􀆰 ３８７ ０􀆰 ３７９
１２ ０􀆰 １８０ ０􀆰 １６８ ０􀆰 ２５４ ０􀆰 ２０２ ０􀆰 １８６ ０􀆰 ２０２ ０􀆰 １９１ ０􀆰 １８８ ０􀆰 １９４ ０􀆰 １９３
１３ ０􀆰 ４１１ ０􀆰 ４１１ ０􀆰 ７３８ ０􀆰 ５２５ ０􀆰 ５１２ ０􀆰 ５５０ ０􀆰 ４７１ ０􀆰 ４７９ ０􀆰 ４９３ ０􀆰 ４９２
１４ ０􀆰 ３１９ ０􀆰 ３７３ ０􀆰 ３１５ ０􀆰 ２２５ ０􀆰 ２１５ ０􀆰 ２３８ ０􀆰 ２８５ ０􀆰 ２９３ ０􀆰 ３７８ ０􀆰 ２９４
１５ ０􀆰 １３１ ０􀆰 １４４ ０􀆰 １８４ ０􀆰 １５１ ０􀆰 １４７ ０􀆰 １５４ ０􀆰 １４５ ０􀆰 １５１ ０􀆰 １５１ ０􀆰 １５５
１６ ０􀆰 １７７ ０􀆰 １９９ ０􀆰 ２０３ ０􀆰 １３８ ０􀆰 １２７ ０􀆰 １４１ ０􀆰 １５６ ０􀆰 １６２ ０􀆰 １９６ ０􀆰 １５９
１７ ０􀆰 ０５９ ０􀆰 ０６４ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 ０４４ ０􀆰 ０３９ ０􀆰 ０４２ ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 ０６１ ０􀆰 ０５１
１８ ０􀆰 ０７２ ０􀆰 ０８２ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 ０４８ ０􀆰 ０３３ ０􀆰 ０４５ ０􀆰 ０５５ ０􀆰 ０６０ ０􀆰 ０７２ ０􀆰 ０５７

２３３２
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Ｖｏｌ． ４１　 Ｎｏ． １０



　 　 按 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液及除滑

石以外其余 ６ 味药材溶液， 在 “２􀆰 ２􀆰 １” 项色谱条

件下进样测定， 共确认 ７ 个色谱峰所含成分， 分别

为 ４ 号峰 （栀子苷）、 ６ 号峰 （盐酸药根碱）、 ７ 号

峰 （黄芩苷）、 ８ 号峰 （盐酸巴马汀）、 ９ 号峰 （盐
酸小檗碱）、 １４ 号峰 （黄芩素）、 １６ 号峰 （汉黄芩

素）， 以及 １５ 个特征峰来源， 其中 ３ 个不能得到归

属， 其余峰来自栀子 （１、 ４ 号峰）、 大黄 （１２、 １５
号峰）、 黄柏 （ ２、 ３、 ５ 号峰）、 黄连 （ ６、 ８ 号

峰）、 黄芩 （７、 １１、 １３、 １４、 １６ 号峰）， 而 ９ 号峰

归属于黄柏、 黄连。 见图 ４。

注： 从上至下， 依次为盐酸药根碱、 盐酸小檗碱、 盐酸巴

马汀、 黄芩素、 黄芩苷、 汉黄芩素、 栀子苷、 黄芩、 黄

柏、 大黄、 川木通、 栀子、 黄连解毒丸

图 ４　 共有峰指认

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ

２􀆰 ３􀆰 ５　 相似度评价　 将 １０ 批样品指纹图谱导入国

家药典委员会颁布的 “中药色谱指纹图谱相似度

评价系统” （２００４Ａ 版） 进行色谱峰匹配， 测得相

似度分别为 ０􀆰 ９９５、 ０􀆰 ９９０、 ０􀆰 ９９６、 ０􀆰 ９９８、 ０􀆰 ９９７、
０􀆰 ９９８、 １􀆰 ０００、 １􀆰 ０００、 ０􀆰 ９９８、 １􀆰 ０００， 拟规定其

应大于 ０􀆰 ９００。
３　 讨论

文献报道， 黄连与包括黄芩、 大黄在内的许多

中药共煎煮时均有沉淀物产生， 而且黄连与黄芩复

方煎出液中黄连生物碱、 黄芩黄酮含有量下

降［１１⁃１３］， 沉淀物主要由黄连碱、 小檗碱、 表小檗

碱、 巴马汀、 药根碱、 黄芩苷、 汉黄芩苷等组成。
前期以甲醇为溶剂制备供试品溶液， 发现黄芩苷平

均加样回收率为 ６０􀆰 ３８％ ， ＲＳＤ 为 ５􀆰 ７９％ ， 而盐酸

小檗碱分别为 ６９􀆰 ２５％ 、 ７􀆰 ０４％ ， 远低于限度， 同

时 ＲＳＤ 较大， 不符合相关技术要求， 其原因是由

于对照品溶液与黄芩苷、 盐酸小檗碱发生反应， 生

成沉淀后被滤去， 无法正确评价含黄芩与黄连、 黄

柏中成药含有量测定的准确度。 因此， 课题组前期

分别以甲醇、 二甲基亚砜为溶剂配制黄芩苷、 盐酸

小檗碱对照品溶液， 研究两者发生沉淀反应的规

律， 发现其含有量均低于加入量。 由此可知， 测定

含黄芩⁃黄连、 黄柏配伍的中成药中黄芩苷、 盐酸

小檗碱含有量时， 无法保证其准确度。
１０ 批黄连解毒丸中栀子苷平均含有量为

５􀆰 ７７ ｍｇ ／ ｇ， 按照平均值的 ８０％ 为最低限度， 拟规

定其不低于 ４􀆰 ６２ ｍｇ ／ ｇ； ＨＰＬＣ 指纹图谱中标定了

１８ 个共有峰， 并将其中 １５ 个归属到各药材， 明确

了 ７ 个所含的化学成分， 相似度 ０􀆰 ９９５～１􀆰 ０００， 拟

规定其应大于 ０􀆰 ９００。 根据各共有峰的 ｔＲ （ＲＳＤ＜
０􀆰 ６５％ ） 和相对峰面积 （ ＲＳＤ ７􀆰 ７９％ ～ ２６􀆰 ９８％ ）
可知， １０ 批样品中成分种类较稳定， 但含有量有

明显差异， 可能是由于所用药材质量不一， 也可能

是因为黄芩⁃黄连、 黄柏共煎产生的沉淀大部分不

能溶于甲醇。 今后， 课题组将建立一种准确的方法

来测定黄连解毒丸中黄芩苷、 盐酸小檗碱含有量，
并将其应用于三黄片、 黄连上清片、 黄连上清丸、
黄连羊肝丸等制剂［１４］的质量控制中。
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