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　 　 ［摘要］ 　目的 　 建立对复方汉防己颗粒中来源于半枝莲的有效成分野黄芩苷的定性鉴别和含量测定方法 。方法 　 采

用薄层色谱法对野黄芩苷进行定性鉴别 ，采用高效液相色谱法进行含量测定 。结果 　 薄层色谱图斑点显色清晰 ，阴性对照无

干扰 ；含量测定野黄芩苷在 ２２ ．４ ～ １５６ ．８ μg／ml质量浓度范围内与峰面积呈良好线性关系 ，r ＝ ０ ．９９９ ６（n＝ ５） ，平均加样回收

率为 ９７ ．７９％ ，RSD ＝ ０ ．３２％ （n＝ ６） 。结论 　 所建立方法专属性强 、重现性好 ，可作为复方汉防己颗粒的质量控制方法 。

　 　 ［关键词］ 　 复方汉防己颗粒 ；半枝莲 ；野黄芩苷 ；薄层色谱法 ；高效液相色谱法
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Identification and determination of scutellarin in compound granule tetrandra
ZHANG Shuyu ，XU Jianjiang ，YU Yanli ，BI Yunsheng ，ZHAO Wenjing ，LIU Qian ，LIU Tongqi （Department of Pharmacy ，Ji唱
nan Military General Hospital ，Jinan ２５００３１ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To develop the methods for identification and determination of scutellarin in compound Granule
Tetrandra ．Methods 　 A TLC method was used to identify quality for scutellarin ，and a HPLC method was used to determine
the content of scutellarin ．Results 　 The spot was clear in TLC identification without interference of negative control ．The sam唱
ple size of scutellarin had a good linear relationship with peak area r＝ ０ ．９９９ ６（n＝ ５）when ranged from ２２ ．４ ～ １５６ ．８ μg／ml ，
with the average recovery rate ９７ ．７９％ （ RSD ＝ ０ ．３２％ ，n＝ ６） ．Conclusion 　 The method is simple ，with good specificity and
reproducibility ，which can be used as the quality control for this preparation ．

　 　 ［Key words］ 　 compound granule tetrandra ；sculellaria barbata ；scutellarin ；TLC ；HPLC

　 　复方汉防己颗粒为济南军区总医院自制制剂

［批准文号 ：济联制字（２０００）BP０１１０２（０１）号］ ，由防

己 、丹参 、半枝莲 、茵陈等 ８味中药组成 ，该药对急慢

性肝炎 、肝硬化 、脂肪肝等病症有明显疗效 。组方中

臣药半枝莲为唇形科黄芩属植物 ，该药味辛 、苦 、寒 ，

归肺 、肝 、肾经 ，具有清热利湿 、行气活血 、平肝解毒 、

益气滋阴等功效［１ ，２］
，在临床上常与其它中药联合

制成制剂或熬制成汤药用于肝病的治疗 ，尤其对慢

性乙型肝炎有明显治疗作用［３］
。半枝莲中主要有效

成分为黄酮类化合物 ，在目前已分离得到的 ２７个黄

酮类化合物中含量最多的是野黄芩苷 ，达到 １％
［４］

。

野黄芩苷具有抗血小板凝集及改善血循环 、增加血

流量等作用 ，是半枝莲抗菌消炎作用的主要活性成

分之一［５］
。为了更好地对复方汉防己颗粒进行质量

控制 ，本文采用薄层色谱法对野黄芩苷进行定性鉴

别 ，用高效液相色谱法对其进行含量测定 ，为保证该

制剂质量标准提供实验数据 。

1 　仪器与试药

1 ．1 　仪器 　 BS１２４S 型电子分析天平（北京赛多利
斯仪器系统有限公司） ，AS３１２０ 型超声波清洗仪
（天津奥特赛思有限公司） ，ZF唱A 型紫外透射反射
分析仪 （上海骥辉科学分析仪器有限公司） ，UV唱
２５５０型紫外分光光度仪（日本岛津公司） ，Agilent唱
１２００型高效液相色谱仪（美国安捷伦公司 ，四元泵 、

DAD检测器） 。

1 ．2 　试药 　复方汉防己颗粒（济南军区总医院药剂

科制剂室 ，批号 ２０１３１０１２ ，２０１４０３０９ ，２０１４０５２６） ，野

黄芩苷对照品 （中国药品生物制品检定所 ，批号

１１０８４２唱２００６０５） ，半枝莲对照药材（山东宏济堂医药

有限公司中药厂 ，批号 １３０９０３） ，硅胶 G 薄层板（青

岛海洋化工分厂） ，甲醇为一级色谱纯（天津市四友

精细化学品有限公司） ，水为二次反渗透纯化水 ，其

他试剂均为分析纯 。

2 　方法与结果

2 ．1 　 TLC 鉴别［６唱８］
　 取本品适量 ，研细 ，称取粉末
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１ ．０ g ，用 ６０ ml 石油醚（６０ ～ ９０ ℃ ）置索氏提取器

中 ，加热回流提取至提取液无色后弃去醚液 ，将样品

吹干 ，再用 ８０ ml甲醇继续提取至无色 ，将提取液放

冷 ，转移至 １００ ml量瓶中 ，加甲醇至刻度 ，摇匀 ，作

为供试品溶液 。另取半枝莲对照药材 ０ ．５ g ，同法制
得对照药材溶液 。再取缺半枝莲药材的阴性样品

０ ．５ g ，同法制得阴性对照溶液 。精密称定野黄芩苷

对照品适量 ，加甲醇制成 ０ ．５ mg ／ml 的对照品溶
液 。吸取上述 ４种溶液各 ２ μl ，分别点于同一硅胶
G薄层板上 ，以甲苯唱正丁醇唱甲酸（４ ．５ ∶ ４ ∶ ２）为展

开剂 ，展开 ，取出 ，晾干 ，喷以 ５％ 三氯化铁乙醇溶

液 。供试品色谱中 ，在与对照药材色谱和对照品色

谱相应的位置上 ，显相同颜色斑点 ，阴性对照色谱相

应位置不出现斑点 。见图 １ 。

2 ．2 　野黄芩苷含量测定［９］

2 ．2 ．1 　 色谱条件 　 色谱柱 ：Zorbax SB C１８ 柱

（２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm） ；流动相 ：甲醇唱水唱醋酸

（３２ ∶ ６３ ．５ ∶ ４ ．５） ；流速 ：０ ．８ ml／min ；柱温 ：３０ ℃ ；

检测波长 ：３３５ nm ；进样量 ：１０ μl 。
2 ．2 ．2 　　 　 　溶液的制备 　 ①对照品溶液 　取野黄芩苷

对照品适量 ，精密称定 ，加甲醇制得质量浓度为

０ ．２２４ mg／ml的对照品储备溶液 。 ② 供试品溶液 　

取本品适量 ，研细 ，过三号筛 ，取约 ２ ．０ g ，精密称定 ，

置索氏提取器中 ，用 ６０ ml石油醚（６０ ～ ９０ ℃ ）加热

回流提取至提取液无色后 ，弃去醚液 ，将样品吹干 ，

再用 ８０ ml甲醇继续提取至无色后 ，将提取液放冷 ，

转移至 １００ ml量瓶中 ，加甲醇至刻度 ，摇匀 ，滤过 ，

取续滤液 ，即得 。 ③阴性对照溶液 　按处方比例（缺

图 1 　野黄芩苷 TLC图谱
１ ．半枝莲对照药材 ；２ ．野黄芩苷对照品 ；

３ ．供试品 ；４ ．阴性对照

半枝莲药材）制备阴性对照品 ，取约 ２ ．０ g ，按供试品
溶液制备方法 ，制成阴性对照溶液 。

2 ．2 ．3 　专属性试验 　分别精密吸取上述 ３ 种溶液

各 １０ μl ，按“２ ．２ ．１”项下色谱条件测定 ，记录色谱

图 ，见图 ２ 。 野黄芩苷峰峰形良好 ，保留时间约为

１０ min ，阴性对照溶液在与野黄芩苷峰相应位置上
无吸收峰出现 ，表明其他组分对测定无干扰 。以外

标法计算含量 ，理论塔板数按野黄芩苷峰计算不低

于３ ０００ ，分离度 ＞ １ ．５ ，符合要求 。

图 2 　野黄芩苷 HPLC色谱图
A ．野黄芩苷对照品溶液 ；B ．供试品溶液 ；C ．阴性对照溶液 ；１ ．野黄芩苷

2 ．2 ．4 　线性关系考察 　 精密量取野黄芩苷对照品

储备溶液各 １ ．０ 、３ ．０ 、５ ．０ 、７ ．０ 、９ ．０ ml ，分别置１０ ml
量瓶中 ，用甲醇定容至刻度 ，０ ．４５ μm 微孔滤膜过
滤 ，分别精密吸取 １０ μl ，注入液相色谱仪 ，按

“２ ．２ ．１”色谱条件测定峰面积 。以野黄芩苷峰峰面

积（Y ）为纵坐标 ，质量浓度（X ，μg／ml）为横坐标 ，绘

制标准曲线 。 得线性方程为 ：Y ＝ １０ ８４０ ．１ X －

２０１ ．７２ ，r ＝ ０ ．９９９ ６ （n ＝ ５） ，结果表明野黄芩苷在

２２ ．４ ～ １５６ ．８ μg／ml质量浓度范围内与峰面积呈良

好线性关系 。

2 ．2 ．5 　精密度试验 　 精密量取野黄芩苷对照品溶

液 １０ μl ，连续进样 ５次 ，记录峰面积 ，结果野黄芩苷

峰峰面积的 RSD ＝ ０ ．４９％ （n＝ ５） ，表明仪器精密度

良好 。

2 ．2 ．6 　稳定性试验 　精密吸取同一供试品溶液（批

号 ２０１４０５２６）各 １０ μl ，分别在 ０ 、２ 、４ 、６ 、８ 、１２ h测定
峰面积 ，野黄芩苷峰峰面积的 RSD ＝ ０ ．６５％ （n ＝
６） ，表明供试品溶液在 １２ h内稳定性良好 。
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2 ．2 ．7 　 重复性试验 　 取同一批样品 （批号

２０１４０５２６）６份 ，精密称定 ，按“２ ．２ ．２”项下方法制备

供试品溶液 ，分别精密吸取 １０ μl 进样 ，测定峰面

积 ，计算野黄芩苷的平均含量为０ ．３５５ ０ mg／g ，RSD
＝ ０ ．６９％ （n＝ ６） ，结果表明该方法重现性良好 。

2 ．2 ．8 　 加样回收率试验 　 称取已知含量样品（批

号 ：２０１４０５２６ ，野黄芩苷含量为 ０ ．３５５ ０ mg／g）６份 ，

每份约 １ g ，精密加入浓度为 ２２４ μg／ml的对照品储
备溶液各 １ ．５ ml ，按“２ ．２ ．２”项下方法制得供试品

溶液 ，进样测定并计算平均加样回收率为 ９７ ．７９％ ，

RSD ＝ ０ ．３２％ 。结果见表 １ 。

表 1 　复方汉防己颗粒中野黄芩
苷的加样回收率试验结果（n＝ ６）

取样量
（m／g）

样品含量
（m／mg）

加入量
（m／mg）

测得量
（m／mg）

回收率
（％ ）

平均回
收率（％ ）

RSD
（％ ）

１ 腚．０１４ １ ０ G．３６０ ０ ０ 弿．３３６ ０ ０ 鬃．６８２ ２ ９８ j．０２

１ 腚．０３２ ３ ０ G．３６６ ５ ０ 弿．３３６ ０ ０ 鬃．６８６ ２ ９７ j．６８

１ 腚．０２５ ２ ０ G．３６３ ９ ０ 弿．３３６ ０ ０ 鬃．６８０ ７ ９７ j．２５
９７ 膊．７９ ０ 骀．３２

１ 腚．０５６ ３ ０ G．３７５ ０ ０ 弿．３３６ ０ ０ 鬃．６９７ １ ９８ j．０４

１ 腚．０６１ ８ ０ G．３７６ ９ ０ 弿．３３６ ０ ０ 鬃．６９６ ４ ９７ j．６９

１ 腚．０４０ ５ ０ G．３６９ ４ ０ 弿．３３６ ０ ０ 鬃．６９１ ５ ９８ j．０３

2 ．2 ．9 　 样品含量测定 　 取 ３ 批次的样品 ，按

“２ ．２ ．２”项下方法制得供试品溶液 ，分别精密吸取该

溶液各 １０ μl ，进样 ，测定 ，计算平均含量为

０ ．３４９ ９ mg／g 。结果见表 ２ 。

表 2 　复方汉防己颗粒中野黄芩苷含量测定结果（n＝ ３）

批号
含量

（mg ／g）
RSD
（％ ）

平均含量
（mg ／g）

２０１３１０１２ i０ 父．３４１ ７ ０ -．７１

２０１４０３０９ i０ 父．３５２ ９ ０ -．８３ ０ 4．３４９ ９

２０１４０５２６ i０ 父．３５５ ０ ０ -．６９

2 ．2 ．10 　 耐用性试验 　 取同一供试品溶液 （批号 ：

２０１４０５２６）分别通过采用不同品牌色谱柱 ：① Zorbax
SB C１８柱（４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm） ；② SUNTEK
C１８柱 （４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm ） ；③ SHIMAOZU
C１８柱 （４ ．６ mm × ２５０ mm ，５ μm）进行试验 ，三者色

谱峰形均分离良好 ，含量测定结果基本一致 ，表明该

法耐用性良好 ，比较择优后选择 Zorbax SB C１８柱作

为系统条件色谱柱 。

3 　讨论

3 ．1 　检测波长的选择 　 以甲醇为溶剂配制浓度为

５ μg／ml 的野黄芩苷对照品溶液 ，在紫外光 ２００ ～

４００ nm范围内进行扫描 ，结果溶液在 ３３５ nm 处有
最大吸收 ，因此确定３３５ nm为含量检测波长 。 见

图 ３ 。

图 3 　野黄芩苷 UV图

3 ．2 　提取条件的优化 　 根据野黄芩苷的理化性质

分别尝试了两种提取方法 ：① 采用石油醚超声提取

１ h后再用甲醇超声提取 １ h ；②采用索氏提取器先
用石油醚除去脂溶性成分 ，再用甲醇提取 １ h 来制
备供试品溶液 。在相同色谱条件下分别进行含量测

定 ，结果显示索氏回流提取样品测定色谱峰面积为

３ ０７０ ．８ ，而超声提取样品色谱峰面积为２ １５５ ．７ ，表

明索氏提取效果优于超声提取 。因此 ，为了能有效

将样品中的野黄芩苷提取完全 ，故选择索氏提取方

法进行样品的处理 。

3 ．3 　含量限度 　含量测定是药物质量标准的关键

质控指标 。根据 ２０１０版枟中国药典枠 ，中药成方制剂

含量限度应根据中药制剂实测结果与原料药材的含

量情况确定 。在半枝莲的现行质量标准中 ，规定按

干燥品计野黄芩苷的含量应不得少于 ０ ．２０％
［９］

。

本制剂处方中 ，半枝莲用量为 １２５ g ，制成１ ０００ g ，
按转移率为 ８０％ 计算 ，可算出该制剂中野黄芩苷的

理论折算含量限度为每 １ g 应不得少于 ０ ．２ mg 。
在本试验中 ，３ 批样品的野黄芩苷含量分别为

０ ．３４１ ７ 、０ ．３５２ ９ 、０ ．３５５ ０ mg／g ，均高于理论折算
值 。这对复方汉防己颗粒中野黄芩苷含量限度的确

定提供了数据支持 ，下一步需要进行大样本试验 ，从

而确定其含量限度 。

　 　本试验建立的复方汉防己颗粒中野黄芩苷的定

性鉴别和含量测定方法 ，操作简便 ，准确稳定 ，灵敏

度高 ，专属性强 ，可为进一步完善复方汉防己颗粒的

质量标准提供数据支持 。
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