
作者简介：吴永芹，本科，主管药师，从事药品分析及药品质量标准的研究；Ｔｅｌ：（０５３７）３１６５９３１；Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｕｙｏｎｇｑｉｎ２００４＠１２６．ｃｏｍ

ＨＰＬＣ法同时测定葛根芩连片中葛根素和黄芩苷的含量

吴永芹，冯　凯，周　慧，赵新静，李发美１ （山东省济宁市药品检验所，济宁　２７２０２５；
１沈阳药科大学）

摘要：　目的 建立同时测定葛根芩连片中的葛根素和黄芩苷含量的方法。方法 采用高效液相色谱法，使

用Ｕｌｔｉｍａｔｅ　ＬＰ－Ｃ１８色谱柱；流动相：甲醇－１％冰醋酸溶液；检测波长：０～２０ｍｉｎ，２５０ｎｍ，２０～４５ｍｉｎ，

２７８ｎｍ；流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３５℃。结果 葛根素在０．０３８６９～０．７７３８μｇ （ｒ＝０．９９９９９）范围内，
黄芩苷在０．０２０５２～０．４１０４μｇ （ｒ＝０．９９９９９）范 围 内，线 性 关 系 良 好。葛 根 素 平 均 回 收 率 为９８．５７％，

ＲＳＤ＝１．６％；黄芩苷平均回收率为９９．４１％，ＲＳＤ＝１．９％。结论 本法专属性强、准确度高，可作为葛根

芩连片质量控制的方法。
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　　葛根芩连片是由葛根、黄芩、黄连、炙甘草四

味药组成，具有解肌清热、止泻止痢等功效。临床

用于湿热蕴结所致的泄泻、痢疾，症见身热烦渴、
下痢臭秽、腹痛不适。《中国药典》２０１０年版一部

仅收载了葛根、黄连的含量测定，为进一步对制剂

质量进行有效控制，本试验建立了ＨＰＬＣ法同时测定

葛根芩连片中的葛根素和黄芩苷的含量的方法。

１　仪器与试药

ＳＨＩＭＡＤＺＵ　ＬＣ－２０ＡＴ高效液相色谱仪，ＳＨＩ
ＭＡＤＺＵ　ＳＰＤ－２０Ａ 紫 外 检 测 器，ＳＨＩＭＡＤＺＵ
ＣＴＯ－２０Ａ柱 温 箱，ＳＨＩＭＡＤＺＵ　ＳＩＬ－２０Ａ 自 动 进

样器，ＬＣ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ 色 谱 工 作 站。葛 根 素 对 照 品

（批 号：１１０７５２－２００５１１）、黄 芩 苷 对 照 品 （批 号：

７１５－２００１１１）（中国药品生物制品检定所）；葛根芩

连片 （Ａ 厂，批 号：０８０３０１、０８０３０２；Ｂ 厂，批

号：ＨＥ００１、ＨＥ００２；Ｃ 厂，批 号：２００８０３０１、

２００８０６０１；Ｄ厂，批 号：０８０７１６、０８０７１８；Ｅ厂，

批号：０７０９１７、０７０９２９；Ｆ厂，批号：０７０９０４）。甲醇

为色谱纯，水为纯化水，其余试剂均为分析纯。

２　方法与结果

２．１　色谱条件

Ｕｌｔｉｍａｔｅ　ＬＰ－Ｃ１８色 谱 柱 （４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，
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５μｍ）。流 速：１．０ｍＬ· ｍｉｎ－１。检 测 波 长：０～
２０ｍｉｎ，２５０ｎｍ；２０～４５ｍｉｎ，２７８ｎｍ。柱 温：３５℃。
进样量：５μＬ。流动相：甲 醇－１％冰 醋 酸 溶 液，梯

度洗脱条件见表１。
表１　梯度洗脱程序 ％

时间（ｍｉｎ） 甲醇 １％冰醋酸

０～１５　 ２５　 ７５

２０～４３　 ６０　 ４０

４５～７０　 ２５　 ７５

２．２　对照品溶液的制备

精密称取葛根素和黄芩苷对照品适量，加甲醇

制成浓度为７７．３８μｇ·ｍＬ－１和４１．０４μｇ·ｍＬ－１的混

合溶液，即得对照品溶液，溶液用０．２２μｍ的微孔

滤膜过滤后进样。

２．３　供试品溶液的制备

取本品２０片，糖 衣 片 除 去 糖 衣，精 密 称 定，

研细，取约０．２ｇ，精密称定，置于１００ｍＬ具塞锥形

瓶中，精密加入７０％乙醇５０ｍＬ，密塞，称定重量，
超声 （功 率：２５０Ｗ，频 率：４０ｋＨｚ）处 理３０ｍｉｎ，
放冷至室温，再 称 定 重 量，用７０％乙 醇 补 足 减 失

的重量，摇 匀，滤 过，取 续 滤 液，即 得 供 试 品 溶

液，溶液用０．２２μｍ的微孔滤膜过滤后进样。

２．４　阴性对照溶液的制备

按处方比例和制备工艺制备缺葛根和黄芩的阴

性对照样品，按 “２．３”项 下 供 试 品 溶 液 的 制 备 方

法制得阴性对照溶液。

２．５　干扰试验

取供试品溶液、对照品溶液、阴性对照溶液各

５μＬ进样测定，葛根素峰和黄芩苷峰的理论板数分

别不低于１１０００和１７００００，葛 根 素 峰 和 黄 芩 苷 峰

与其他组分色谱峰的分离度分别为２．２和１．７，达

到基线分离，阴性对照无干扰。结果见图１。

ａ．供试品溶液；ｂ．缺葛根阴性对照溶液；ｃ．缺黄芩阴性对照溶液；

ｄ．缺葛根和黄芩阴性对照溶液；ｅ．对照品溶液；１．葛根素；２．黄芩苷。

图１　葛根芩连片 ＨＰＬＣ色谱图

２．６　线性关系考察

取 “２．２”项下的混合对照品溶液，用 自 动 进

样器精密吸取０．５、１、３、５、７、１０μＬ，注入液相

色谱仪，按上述色谱条件测定，记录色谱图。以峰

面积为纵坐标Ｙ，进样量 （μｇ）Ｘ为横坐标，绘制

标准曲线。回归方程：

Ｙ葛根素＝４．５２８４×１０３　Ｘ－３．６９０８×１０３　ｒ＝０．９９９９９

Ｙ黄 芩 苷＝３．１５７６×１０３　Ｘ－１．０７８４×１０３　ｒ＝０．９９９９９
结果表明：葛根素在０．０３８６９～０．７７３８μｇ范 围 内，

黄芩苷 在０．０２０５２～０．４１０４μｇ范 围 内，线 性 关 系

良好。

２．７　精密度试验

取上 述 对 照 品 溶 液，进 样５μＬ，连 续 进 样５
次，按上述色谱条件测定，记录峰面积，葛根素和

黄芩苷峰面积的平均值分别为１７４７８３５和６６３５４０，

ＲＳＤ分别为０．３４％和０．２６％ （ｎ＝５）。结果表明，

系统精密度良好。

２．８　重复性试验

取同一批号葛根芩连片样品 （批号：２００８０３０１）

６份，按照 “２．３”项 下 的 方 法 平 行 制 备 供 试 品 溶

液６份。按照上述色谱条件 进 样 测 定，进 样５μＬ，

葛根素 和 黄 芩 苷 平 均 含 量 分 别 为２６．９９ｍｇ·ｇ－１和

７．４０ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ分别为０．３４％和０．２６％ （ｎ＝
６）。结果表明，方法重复性良好。

２．９　稳定性试验

取同一供试品溶液，在配制后第０、２、４、８、

１４、２４ｈ进样测定，进样５μＬ，记录峰面积，葛根

素和 黄 芩 苷 峰 面 积 的 平 均 值 分 别 为２５６０５０６和

４６２５９３，ＲＳＤ 分 别 为０．３０％和０．９７％。结 果 表

明，供试品溶液在２４ｈ内稳定。
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２．１０　回收率试验

用甲醇分别配制浓度为０．７７３５ｍｇ·ｍＬ－１的葛

根素对照品溶液和浓度为０．４３７４ｍｇ·ｍＬ－１的黄芩

苷对照品溶液。取已知含量的葛根芩连片样品 （批
号：２００８０３０１，含葛 根 素２６．９９ｍｇ·ｇ－１和 黄 芩 苷

７．４０ｍｇ·ｇ－１）约０．１ｇ，共９份，精密称定，置于

１００ｍＬ具塞锥 形 瓶 中，分 别 精 密 量 取 上 述 对 照 品

溶液，加 入５０％、１００％、１５０％的 葛 根 素 和 黄 芩

苷对照品，按照 “２．３”项下的方法制备样品溶液，
按上述 色 谱 条 件 进 行 测 定，进 样５μＬ，计 算 回 收

率，结果见表２。

表２　回收率试验结果

成分
样品中含量

（ｍｇ）

加入量

（ｍｇ）

测得量

（ｍｇ）

回收率

（％）

平均回

收率（％）
ＲＳＤ
（％）

葛根素 ２．７９１　 １．３９２　 ４．１７９　 ９９．７３
２．７９９　 １．３９２　 ４．１６６　 ９８．２０
２．７４８　 １．３９２　 ４．１３６　 ９９．７４
２．７４８　 ２．７８５　 ５．４７１　 ９７．７８
２．７６９　 ２．７８５　 ５．４２５　 ９５．３７　 ９８．５７　 １．６
２．７４８　 ２．７８５　 ５．４８５　 ９８．２９
２．８２０　 ４．１７７　 ６．９６４　 ９９．１９
２．７７７　 ４．１７７　 ６．９６５　１００．３０
２．７８５　 ４．１７７　 ６．９４６　 ９９．６０

黄芩苷 ０．７６５２　 ０．３９３７　１．１６６　１０１．８０
０．７６７４　 ０．３９３７　１．１５７　 ９８．９５
０．７５３３　 ０．３９３７　１．１３６　 ９７．１５
０．７５３３　 ０．７８７３　１．５５９　１０２．３０
０．７５９２　 ０．７８７３　１．５４２　 ９９．３７　 ９９．４１　 １．９
０．７５３３　 ０．７８７３　１．５３９　 ９９．７４
０．７７３３　 １．２０３　 １．９４６　 ９７．５３
０．７６１５　 １．２０３　 １．９４５　 ９８．４０
０．７６３７　 １．２０３　 １．９３４　 ９７．２６

２．１１　样品含量测定

取１１批样品，按照 “２．３”项下的方法制备供

试品溶液，精 密 吸 取 对 照 品 溶 液 和 供 试 品 溶 液 各

５μＬ，按照上述色谱条件测定，记录峰面积，计算

样品中葛根素和黄芩苷的含量，结果见表３。

表３　含量测定结果 （ｎ＝３） ｍｇ·片－１

批号 葛根素含量 黄芩苷含量

　　　　０８０３０１　 １２．４２　 ３．４１

　　　　０８０３０２　 １０．３７　 ２．６７

　　　　ＨＥ００１　 １３．０２　 ５．００

　　　　ＨＥ００２　 １３．１２　 ５．０８

　　　　２００８０３０１　 ６．１７　 ０．３８

　　　　２００８０６０１　 ５．３４　 ０．９９

　　　　０８０７１６　 ９．９４　 ３．２８

　　　　０８０７１８　 １０．１１　 ３．３６

　　　　０７０９１７　 １．３４　 １１．９７

　　　　０７０９２９　 １．１８　 ５．９８

　　　　０７０９０４　 １４．０５　 １．７１

３　讨论

３．１　检测波长的选择

在２３０～３００ｎｍ 波 长 范 围 内 扫 描 紫 外 吸 收 光

谱，葛根素在２５０ｎｍ波长处、黄芩苷在２７８ｎｍ波

长处有 最 大 吸 收，两 者 吸 收 峰 差 距 大。分 别 记 录

２５０ｎｍ和２７８ｎｍ条 件 下 的 色 谱 图，与 切 换 波 长 记

录的色谱 图 计 算 结 果 比 较，２５０ｎｍ下 黄 芩 苷 的 测

定结果偏 低，２７８ｎｍ下 葛 根 素 的 含 量 测 定 结 果 偏

低，所以把检测波长定为０～２０ｍｉｎ，２５０ｎｍ；２０～
４５ｍｉｎ，２７８ｎｍ，切换波长记录色谱图。

３．２　流动相的选择

比较了甲醇－１％冰醋酸溶液不同比例及其他不

同组成 的 流 动 相，如 甲 醇－０．２％磷 酸 溶 液、甲 醇－
０．５％冰 醋 酸 溶 液、乙 腈－０．２％磷 酸 溶 液、乙 腈－
０．５％冰醋酸溶液。结果发现，选择本文所 用 流 动

相，梯度洗脱，待测成分分离较好且峰形最佳。

３．３　提取条件的选择

比较加热回流提取３０ｍｉｎ和超声提取３０ｍｉｎ的

含量结果，发现加热回流提取和超声提取的结果基

本一致，选择超声提取方法。分别采取不同浓度的

乙醇溶液 （３０％、５０％、７０％）和甲醇溶液 （５０％、

７０％、１００％）、不同的超声时间 （３０、４０、５０ｍｉｎ）、
不 同 的 提 取 溶 剂 用 量 （５０、６０、７０、８０、９０、

１００ｍＬ）、不同 的 柱 温 （２５、３０、３５、４０℃）、不 同

的提 取 次 数 （１、２、３次）进 行 提 取，结 果 表 明，
本文所用方法即可提取比较完全。
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