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［摘　要］　为了建立ＨＰＬＣ法测定麻黄鱼腥草散中黄芩苷、穿心莲内酯、脱水穿心莲内酯含量的方

法，采用色谱柱ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｇｅＴＭＣ１８（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ），黄芩苷以甲醇－０．２％磷酸溶液为流

动相梯度洗脱，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温：３０℃；穿心莲内酯、脱水穿心莲内酯以甲醇－水（５０∶５０）

为流动相，流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃；黄芩苷、穿心莲内酯、脱水穿心莲内酯检测波长分别为

２７６、２２５、２５４ｎｍ。黄芩苷的线性范围为０．０７９８～０．７９７５μｇ（ｒ＝１．００００），平均回收率为９４．３％

（ＲＳＤ＝０．８％）。穿心莲内酯的线性范围为０．０１０９～０．２１７５μｇ（ｒ＝１．００００），平均回收率为９２．９％

（ＲＳＤ＝０．７％）；脱水穿心莲内酯的线性范围为 ０．０１０５～０．２１０５μｇ（ｒ＝０．９９９９），平均回收率为

９２．４％（ＲＳＤ＝０．３％）。本方法快速、简便、准确，能有效测定麻黄鱼腥草散中穿心莲内酯、脱水穿心

莲内酯的含量。
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　　麻黄鱼腥草散收载于《中国兽药典》２０１０年版

二部，是兽药中常用中药散剂，由麻黄、黄芩、鱼腥

草、穿心莲、板蓝根组成，具有宣泄肺热、平喘止咳

的功效，主治肺热咳嗽，鸡支原体病［１］。组方中穿

心莲为爵床科植物 Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓｐａｎｉｃｕｌａｔａ（Ｂｕｒｍ．

ｆ．）Ｎｅｅｓ的干燥地上部分，具有清热解毒，凉血，消

肿等功效，用于感冒发热，咽喉肿痛，口舌生疮，顿

咳劳嗽，泄泻痢疾，热淋涩痛，痈肿疮疡，蛇虫咬

伤［２］。大量研究证明穿心莲内酯是穿心莲的主要

有效成，具有消炎、抗菌、抗病毒［３－５］、抗肿瘤、抗氧

化、免疫调节、保肝、抗艾滋病等药理作用［６－８］。组

方中黄芩具有清热燥湿、泻火解毒、止血安胎等功

效，为麻黄鱼腥草散中渲泻肺热之要药，黄芩质量

直接影响其宣泄肺热的疗效，黄芩苷是黄芩中的主

要活性成分之一，黄芩苷具有解热、抗菌、抗炎、抗

肿瘤等作用［９－１１］，可作为衡量黄芩品质的指标，通

过对黄芩苷的含量测定，控制麻黄鱼腥草散中的黄

芩质量。目前麻黄鱼腥草散的质量标准中仅有对

黄芩、穿心莲的显微鉴别，不能很好地控制其质量。

本文通过对黄芩苷、穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯

的含量测定能有效地控制黄芩、穿心莲的质量，提

升麻黄鱼腥草散的质量标准，为全面有效地控制其

质量提供了技术参考。

１　材 料

１．１　试剂与药品　黄芩苷对照品，含量９８．８％，批

号：Ｚ０２７１１０９，中国兽医药品监察所；穿心莲内脂对

照品，含量９８．７％，批号：１１０７９７－２０１１０８，购于中

国食品药品鉴定研究院；脱水穿心莲内脂对照品，

含量９９．４％，批号：１１０８５４－２０１５０９购于中国食品

药品鉴定研究院；麻黄鱼腥草散及其相应阴性样品

按《中国兽药典》二部组方自制，麻黄产地为内蒙

古，鱼腥草、板蓝根产地为河南，穿心莲产地为广

东，黄芩产地为山西，甲醇、乙腈为色谱纯，水为超

纯水，其余试剂均为分析纯。

１．２　仪器　Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５高效液相色谱仪，２９９８

ＰＤＡ检测器（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＫＱ－５００ＤＥ型数

控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；

ＭＥＴＴＬＥＲ－ＡＥ２４０型电子分析天平。

２　方法与结果

２．１　色谱条件［１］

２．１．１　黄芩苷　色谱柱 ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｇｅＴＭＣ１８柱

（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ），黄芩苷以甲醇为流动

相Ａ，以０．２％磷酸溶液为流动相Ｂ，按表１进行梯

度洗脱；柱温 ３０℃；检测波长 ２７６ｎｍ；流速

１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样体积１０μＬ。
表１　流动相梯度洗脱程序

时间／ｍｉｎ 流动相Ａ／％ 流动相Ｂ／％

０．０～５．０ １０ ９０

５．１～７．０ ３０ ７０

７．１～１５．０ ４８ ５２

１５．１～２０ ８５ １５

２０．１～２５ １０ ９０

２．１．２　穿心莲内酯、脱水穿心莲内酯　色谱柱
ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｇｅＴＭＣ１８柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ），
以甲醇－水（５０∶５０）为流动相；柱温３０℃；穿心莲
内酯检测波长２２５ｎｍ，脱水穿心莲内酯检测波长为
２５４ｎｍ；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样体积１０μＬ。
２．２　对照品溶液制备　取黄芩苷对照品约１０ｍｇ，
精密称定，置５０ｍＬ量瓶中，加甲醇溶解并稀释至
刻度，摇匀，作为储备液；精密吸取５ｍＬ至２５ｍＬ
的量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即黄芩苷得对

照溶液（每１ｍＬ含黄芩苷３９．８７５７μｇ）。
取穿心莲内酯、脱水穿心莲内酯对照品约

１０ｍｇ，精密称定，分别置５０ｍＬ量瓶中，加甲醇溶
解并稀释至刻度，摇匀，作为储备液；分别精密吸取
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５ｍＬ至 ５０ｍＬ的量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇
匀，即得对照品溶液。（每 １ｍＬ含穿心莲内酯
１０．８７７μｇ、脱水穿心莲内酯１０．５２６５μｇ）。
２．３　供试品溶液制备
２．３．１　黄芩苷供试品制备　取样品 １ｇ，精密称
定，置带塞锥形瓶中，精密加甲醇 ５０ｍＬ，称定重
量，超生处理３０ｍｉｎ，放至室温，用甲醇补足重量，
滤过，精密量取续滤液５ｍＬ至２５ｍＬ量瓶中，加甲
醇稀释至刻度，经０．４５μｍ微孔滤膜滤过，即得。
２．３．２　穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯供试品制备
　取样品１ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加
入４０％甲醇５０ｍＬ，浸泡１ｈ，称定重量，超生处理
３０ｍｉｎ，放至室温，再称定重量，用４０％甲醇补足重
量，滤过，精密量取续滤液１０ｍＬ至中性氧化铝柱
（２００～３００目，５ｇ，内径１．５ｃｍ）上，用甲醇２０ｍＬ
洗脱，收集洗脱液，置５０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至
刻度，摇匀，即得。

２．４　阴性对照溶液的制备　按麻黄鱼腥草散处方
比例分别制备不含黄芩、穿心莲药材的阴性样品，

然后称取取适量，按２．３项下方法，制备相应的阴
性对照溶液。

２．５　专属性试验　分别取对照品溶液、供试品
溶液和阴性对照溶液各 １０μＬ注入液相色谱仪，
分别按上述各成份色谱条件测定，记录色谱图，

主峰与其它峰分离良好，阴性无干扰，色谱图见

图１－图６。

图１　黄芩苷对照品色谱图

图２　麻黄鱼腥草散色谱图

图３　缺黄芩阴性对照色谱图

１－穿心莲内酯；２－脱水穿心莲内酯

图４　对照品色谱图

１－穿心莲内酯；２－脱水穿心莲内酯

图５　麻黄鱼腥草散色谱图

图６　缺穿心莲阴性对照色谱图

２．６　线性关系考察
２．６．１　黄芩苷线性关系　精密吸取黄芩苷对照品
溶液２、５、１０、１５、２０μＬ注入液相色谱仪，照“２．１”
项下色谱条件记录峰面积。以峰面积为纵坐标，

对照品含量为横坐标进行线性回归，得黄芩苷的

回归方程分别为：Ｙ ＝９Ｅ＋０８ｘ－２０７６．７（Ｒ＝
１．００００）；线性范围为０．０７９８～０．７９７５μｇ。
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２．６．２　穿心莲内酯、脱水穿心莲内酯线性关系　
精密吸取穿心莲内酯、脱水穿心莲内酯混合对照品

溶液 １、３、５、１０、１５、２０μＬ注入液相色谱仪，照
“２．１”项下色谱条件记录峰面积。以峰面积（Ｙ）为
纵坐标，对照品含量（Ｘ）为横坐标进行线性回归，
得穿心莲内酯回归方程为 Ｙ＝２Ｅ＋０６Ｘ－７３１８．２
（Ｒ＝１．００００），线性范围为０．０１０９～０．２１７５μｇ、脱
水穿心莲内酯的回归方程分别为：Ｙ＝２Ｅ＋０６Ｘ－
８２１５．５（Ｒ＝０．９９９９）；线性范围为 ０．０１０５～
０．２１０５μｇ。
２．７　稳定性实验　取麻黄鱼腥草散１．０ｇ，精密称
定，按“２．３”项下方法分别制备供试品溶液，分别
于制备后０、２、４、８、１０、１２ｈ进样，每次１０μＬ，测定
峰面积，黄芩苷、穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯的

ＲＳＤ值分别为０．８％、０．５％和０．６％，表明供试品
溶液在１２ｈ内基本稳定。
２．８　精密度实验　取麻黄鱼腥草散 ５份，每份

１．０ｇ，精密称定，按照“２．３”项下方法分别制备
黄芩苷、穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯供试品溶

液，精密吸取各供试品溶液 １０μＬ进样，测定峰
面积并计算黄芩苷含量为 ３．４７９１、３．４９４８、
３．５０２４、３．４８９９、３．４９７４ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ值为０．３％；
穿心莲内酯含量为：０．７６３１、０．７５６３、０．７６７７、
０．７６５５、０．７５８４ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ值为 ０．６％；脱水穿
心莲 内 酯 含 量 为：１．０３２５、１．０２６９、１．０２７７、
１．０３６４、１．０４１１ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ值为 ０．６％，表明该
方法重复性良好。

２．９　准确度实验
２．９．１　黄芩苷回收率　称取已知含量的样品６份，
每份０．５ｇ，分别精密加入对照品储备液１０．００ｍＬ，
再精密加入甲醇４０ｍＬ，超生处理３０ｍｉｎ，放至室
温，用甲醇补足重量，滤过，精密量取续滤液５ｍＬ至
２５ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，分别进样。计
算平均加样回收率，结果见表２。

表２　黄芩苷加样回收率结果（ｎ＝６）
编号 样品取样量／ｇ 样品含量／ｍｇ 加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 回收率／％ 回收率平均值／％ ＲＳＤ／％
１ ０．５０６３ １．７６８３５４ １．９９３８ １．８８６４ ９４．６１
２ ０．５５１５ １．９２６２２４ １．９９３８ １．８６５４ ９３．５６
３ ０．５３２６ １．８６０２１２ １．９９３８ １．８７６５ ９４．１２
４ ０．５４１４ １．８９０９４８ １．９９３８ １．８９６６ ９５．１２
５ ０．５００２ １．７４７０４９ １．９９３８ １．８５９５ ９３．２６
６ ０．５２１１ １．８２００４６ １．９９３８ １．８９４３ ９５．０１

９４．３ ０．８

２．９．２　穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯回收率　称
取已知含量的样品６份，每份０．５ｇ，分别精密分别
加称取已知含量的样品６份，每份０．５ｇ，分别精密
分别加入穿心莲内酯对照品储备液３ｍＬ，脱水穿
心莲内酯对照品储备液５ｍＬ，再精密加入４０％甲
醇４２ｍＬ，浸泡１ｈ，称定重量，超生处理３０ｍｉｎ，放

至室温，再称定重量，用４０％甲醇补足重量，滤过，
精密量取续滤液 １０ｍＬ至中性氧化铝柱（２００～
３００目，５ｇ，内径１．５ｃｍ）上，用甲醇２０ｍＬ洗脱，收
集洗脱液，置５０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇
匀，即得。计算平均加样回收率，结果见表３。

表３　穿心莲内酯、脱水穿心莲内酯加样回收率结果（ｎ＝６）
编号 组分 样品取样量／ｇ 组分含量／ｍｇ 对照品加入量／ｍｇ组分测得量／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％
１
２
３
４
５
６

穿心莲内酯

０．５１２１ ０．３９０２ ０．３２６３ ０．３０２８ ９２．７９８０
０．５２３１ ０．３９８６ ０．３２６３ ０．３０１１ ９２．２７７０
０．５００２ ０．３８１２ ０．３２６３ ０．３０７１ ９４．１１５８
０．５０２４ ０．３８２８ ０．３２６３ ０．３０２２ ９２．６１４２
０．５０６２ ０．３８５７ ０．３２６３ ０．３０３４ ９２．９８１９
０．５１２３ ０．３９０４ ０．３２６３ ０．３０２６ ９２．７３６７

９２．９ ０．７

１
２
３
４
５
６

脱水穿

心莲内酯

０．５１２１ ０．５２８９ ０．５２６３ ０．４８５６ ９２．２６６８
０．５２３１ ０．５４０３ ０．５２６３ ０．４８７７ ９２．６６５８
０．５００２ ０．５１６７ ０．５２６３ ０．４８６９ ９２．５１３８
０．５０２４ ０．５１８９ ０．５２６３ ０．４８３６ ９１．８８６８
０．５０６２ ０．５２２９ ０．５２６３ ０．４８７１ ９２．５５１８
０．５１２３ ０．５２９２ ０．５２６３ ０．４８７５ ９２．６２７８

９２．４ ０．３
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３　讨 论

兽用中药散剂多为复方制剂，成份复杂，不易

提取分离，本文采用ＨＰＬＣ梯度洗脱测定其黄芩苷
的含量，使黄芩苷色谱峰达到基线分离，试验考察

了该洗脱程序在不同色谱柱上的分离效果，分离度

均能满足要求，为麻黄鱼腥草散中黄芩的定量控制

提供了技术参考。

黄芩中含有内源酶，可降低黄芩苷的含量，尤

其对于中药散剂，更容易使黄芩苷降解，因此黄芩

药材预先通过炮制将内源酶灭活，减少黄芩苷的降

解［１２］，从而保证黄芩苷含量的稳定性，提高药物

疗效。

黄芩苷的含量测定方法通常使用甲醇 －磷酸
溶液（５０∶５０）为流动相进行等度洗脱，不同样品甲
醇与磷酸溶液的比例略有差别，本实验采用梯度洗

脱的方法测定麻黄鱼腥草散中的黄芩苷含量，主要

为祛除杂质峰的干扰，使黄芩苷色谱峰达到良好的

分离效果。梯度洗脱过程中黄芩苷实质上还是在

甲醇－磷酸溶液（４８∶５２）时被洗脱出来。黄芩苷出
峰后，流动相甲醇比例增加，目的是将样品中其他

杂质从色谱柱中迅速洗脱出来，对色谱柱具有良好

的保护作用，减少其他杂质在色谱柱中的保留，避

免在下一针的进样洗脱过程中出现干扰。

本试验考察了穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯

在ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｇｅＴＭＣ１８，４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ和
ＡｇｅｌａＶｅｎｕｓｉｌＸＢＰＣ１８，４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ两
种色谱柱的分离效果，ＸＢｒｉｇｅＴＭＣ１８色谱柱较 Ａｇｅｌａ
ＶｅｎｕｓｉｌＸＢＰＣ１８色谱柱出峰较快，分析时间短，节
约流动相；ＡｇｅｌａＶｅｎｕｓｉｌＸＢＰＣ１８色谱柱出峰较晚
一些，但分离效果较好，对于复杂成份的样品有较

好效果。对于穿心莲的含量测定，由于经过氢氧化

铝柱的净化，杂质较少，容易分离，因此本试验选用

了ＸＢｒｉｇｅＴＭＣ１８色谱柱。
穿心莲中的成份具有热不稳定性，根据文献的

报道［１３］加热过程中穿心莲内酯容易脱水转化为脱

水穿心莲内酯，以及内酯环结构的破坏，导致两者

总量降低。因此，本试验在提取工艺中选择超声提

取；此外，本试验参考了《中国兽药典》中穿心莲及

其制剂穿心莲末的提取方法，提取后过氢氧化铝柱

净化除杂，所得到供试品溶液比较纯净，色谱峰分

离度好。

试验中分别试验了供试品提取液过氢氧化铝

柱和不过氢氧化铝柱的差别，发现如果不经过氢氧

化铝净化，存在黄芩苷的干扰，净化后能有效祛除

干扰，分离效果好。此外，对穿心莲药材也做了氢

氧化铝净化试验，发现对于穿心莲药材经超声提取

后，进行过氢氧化铝柱对比，杂质峰及含量无明显

差异。

麻黄鱼腥草散对穿心莲的质量控制仅有显微

鉴别，显微镜下寻找穿心莲叶表皮组织中的钟乳体

细胞，实际工作中发现，该特征不易找到，主要原因

为企业生产过程中，使用的穿心莲质量较差，穿心

莲叶的含量较低，所以不易找到钟乳体细胞显微特

征，此外穿心莲的质量会直接影响麻黄鱼腥草散的

疗效，穿心莲在治疗治疗呼吸道感染［１４］、急性菌

痢［１５］、肠胃炎等［１６－１７］疾病方面具有确切疗效，因

此，控制穿心莲质量具有重要意义。不同厂家的产

品质量参差不齐，穿心莲质量差别较大，本实验建

立了穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯的含量测定方

法，为全面控制穿心莲质量保证麻黄鱼腥草散的的

疗效提供技术参考。

《中国兽药典》２０１０年版二部以及《中国药典》
２０１５年版均对穿心莲中叶的含量有具体要求，不得
少于３０％，穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯的总量不
得少于０．８０％。穿心莲叶的含量直接关系到穿心莲
内酯和脱水穿心莲内酯的总量，影响其疗效，文献报

道叶中含穿心莲内酯和脱水穿心莲内酯总量为

２．３９％［１８］，说明穿心莲叶的含量直接影响其有效成

分的含量。实际生产中，穿心莲药材根据叶含量的

不同，价格各不相同，现有的标准无法准确有效地控

制组方中穿心莲的质量，本试验通过对穿心莲内酯

和脱水穿心莲内酯的含量测定可有效控制麻黄鱼腥

草散中穿心莲的质量，保证其疗效。
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