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［摘　 要］ 　 为了建立超高效液相色谱－二极管阵列检测法（ＵＰＬＣ－ＰＤＡ 法）测定杨树花口服液中非

法添加物黄芩苷，取适量黄芩苷对照品、杨树花口服液阴性样品、阳性添加样品、抽检样品经 ５０％甲

醇溶解，超声提取，滤液过滤并定量稀释后，作为供试品溶液，采用 ＵＰＬＣ－ＰＤＡ 法检测。 色谱分离采

用 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＴＭＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱为分离柱，柱温：３５ ℃；流动相体系：Ａ 项为乙腈，Ｂ 项为 ０．４％磷

酸水溶液，进行梯度洗脱；流速：０．３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：１０ μＬ；选择二极管阵列检测器，检测波长为

２７８ ｎｍ，上机测定。 通过保留时间、光谱图、峰纯度等参数对黄芩苷进行定性定量检测。 结果表明，

黄芩苷在 ０．５ ～ １００ μｇ ／ ｍＬ 的范围内线性关系良好 （ Ｒ２ ＝ ０． ９９９）；杨树花口服液中添加黄芩苷

０．０５ ｍｇ ／ ｍＬ，信噪比（Ｓ ／ Ｎ）＞３，确定为方法的检测限；添加 ０．１ ｍｇ ／ ｍＬ，信噪比（Ｓ ／ Ｎ）＞１０，确定为方

法的定量限；杨树花口服液在 ０．１、０．２、０．４、０．６ ｍｇ ／ ｍＬ 黄芩苷添加水平的回收率为 ９５％ ～ １０５％，批

内批间变异系数均小于 １０％，准确度和精密度良好，完全满足检测需求。 而且峰纯度角与阈值符合

要求。 本方法经济快速、灵敏、重现性好，适用于杨树花口服液中非法添加黄芩苷的定性定量检测。

［关键词］ 　 黄芩苷；超高效液相色谱－二极管阵列检测法；中兽药；杨树花口服液；非法添加
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ＵＰＬＣ－ＰＤＡ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ａｄｄｅｄ ｉｌｌｅｇａｌｌｙ ｉｎ

Ｙａｎｇｓｈｕｈｕａ Ｋｏｕｆｕｙｅ． Ｍｅｔｈｏｄｓ： Ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ｙａｎｇｓｈｕｈｕａ Ｋｏｕｆｕｙｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ，

ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ａｄｄｅｄ ｂａｉｃａｌｉｎ， ｓａｍｐｌｉｎｇ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ａｍｏｕｎｔ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ ５０％ ｍｅｔｈａｎｏｌ， ｗｉｔｈ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｉｌｕｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＵＰＬＣ－ＰＤＡ． Ａｎ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＴＭ ＨＳＳ Ｔ３

ｃｏｌｕｍｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｎｄ ０．４％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ ａｓ ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｆｈａｓｅ （０．３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ）

ａｎｄ ｗｉｔｈ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ３５ ℃； ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ： １０μＬ； Ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＰＤＡ ｄｅｔｅｃｔｏｒ， ａｎｄ ｔｈｅ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ２７８ ｎｍ． Ｂｙ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ｓｐｅｃｔｒａ， ｐｅａｋ ｐｕｒｉｔｙ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｔｏ

ｉｄｅｎｔｉｆｙ Ｂａｉｃａｌｉｎ． Ｂａｉｃａｌｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０．５ ～ １００ μｇ ／ ｍＬ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｉｓ ｇｏｏｄ （Ｒ２ ＝ ０．９９９）； Ｔｈｅ
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ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｗａｓ ０．０５ ｍｇ ／ ｍＬ（ｓ ／ ｎ＞３），ａｎｄ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｗａｓ ０．１ ｍｇ ／ ｍＬ（ｓ ／ ｎ＞１０）． Ａｄｄｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ

ｏｆ ０．１，０．２，０．４，０．６ ｍｇ ／ ｍＬ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｗａｓ ９５％～１０５％， ｔｈｅ ｉｎｔｒａ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ ａｓｓａｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ

ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １０％， ｗｉｔｈ ｇｏｏｄ ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ， ｆｕｌｌｙ ｍｅｅｔ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ． Ｂｕｔ ｔｈｅ ｐｅａｋ ｐｕｒｉｔｙ ａｎｄ

ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ． Ｔｈｅ ｍｏｔｈｏｄ ｗａｓ ｒａｐｉｄ， ｒｅｌｉａｂｌｅ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ， ａｄａｐｔｓ ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ｉｎ ｙａｎｇｓｈｕｈｕａ ｋｏｕｆｕｙｅ，ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ， ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｂａｉｃａｌｉｎ；ＵＰＬＣ－ＰＤＡ；ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｍｅｄｉｃｉｎｅ；Ｙａｎｇｓｈｕｈｕａ Ｋｏｕｆｕｙｅ；ｉｌｌｅｇａｌ ａｄｄｉｔｉｖｅ

　 　 近年来，兽药监管部门针对一些不法企业在中

兽药中非法添加化学药品，组织开展了系列中兽药

中非法添加物检测方法的研究，对开展非法添加物

的筛查、确证工作提供了科学准确的检测依据，有

力打击了非法造假行为，已取得了初步成效；但是

现在市场又出现了一种新的极其隐蔽的兽药造假

行为：一些不法企业为了提高疗效，私自调整中药

处方，在原中药处方中添加处方外的中药成分，对

动物安全同样带来潜在危害。 山东省兽药质量检

验所承担了山东省和部分外省的非法添加物专项

检测任务［１］，在抽检的杨树花口服液中检出了处方

外成分黄芩苷［２］，建立了杨树花口服液中非法添加

物黄芩苷的测定－超高效液相色谱法。 研究通过优

化流动相梯度洗脱等色谱条件，提高了分离效果，

可以作为定性、定量的确证方法，为制定相关标准，

以及非法添加物专项任务提供检验依据。

１　 仪器与试药

１．１　 仪器　 分析天平：感量 ０．００００１ ｇ；仪器 Ｗａｔｅｒｓ

ＡｃｑｕｉｔｙＴＭ Ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ＬＣ 超高效液相色谱仪。

１．２　 药品及试剂　 黄芩苷，批号 １１０７１５－２０１０１６，

含量 ９４．０％，中国食品药品检定研究院。 甲醇、乙

腈、磷酸均为色谱纯；超纯水。

２　 方法与结果

２．１　 色谱条件　 色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＴＭＨＳＳ Ｔ３

色谱柱（２．１ ｍｍ×１００ ｍｍ，１．８ μｍ）；流动相 Ａ：乙

腈；流动相 Ｂ：水溶液（０．４％磷酸），进行梯度洗脱；

流速：０．３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：１０ μＬ；柱温：３５ ℃。 二

极管阵列检测器，检测波长为 ２７８ ｎｍ。 液相色谱梯

度洗脱程序见表 １。

表 １　 梯度洗脱条件表

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｔａｂｌｅ
时间 ／ ｈ 流动相 Ａ ／ ％ 流动相 Ｂ ／ ％ 曲线

０ １０ ９０

０～３ １０→２５ ９０→７５ ６

３～６ ２５→４０ ７５→６０ ６

６～８ ４０→１０ ６０→９０ ６

８～１０ １０ ９０ ６

２．２　 样品制备

２．２．１　 阴性样品 ５ 批 　 ５ 家企业报批的杨树花口

服液经检验不含有黄芩苷。 待检的抽检样品 １ 批。

２．２．２　 标准储备液的制备　 精密称取黄芩苷对照

品 １０．６４ ｍｇ，加甲醇至 ５０ ｍＬ，制成 ２００ μｇ ／ ｍＬ 的溶

液，作为外标储备液。

２．２．３　 标准工作液的制备　 取适量标准工作液，用

初始比例流动相稀释，制备成系列浓度为：０． １、

０．２５、０． ５、１、２、５、１０、２０、５０、１００ μｇ ／ ｍＬ 标准工作

液，绘制标准曲线。
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２．２．４　 阳性添加样品的制备　 精密量取黄芩苷储

备液适量，加 １ ｍＬ 杨树花口服液，置 ２５ ｍＬ 容量瓶

中，配置成的 ０．０５、０．１、０．２、０．４、０．６ ｍｇ ／ ｍＬ 的杨树花

口服液阳添加样品，加入 ５０％甲醇适量，超声处理

２０ ｍｉｎ，加入 ５０％甲醇定容摇匀，静置（或离心），滤

过；取滤液 １．６ ｍＬ，加初始流动相至 １０ ｍＬ，摇匀，

０．２２ μｍ滤膜滤过，作为阳性添加样品。 阳性样品和

待测样品同法处理。 每个添加浓度制备三份平行

样，每份样品至少进样 ２ 次，取平均值。 报告 １２ 个回

收率测定结果并计算相对标准偏差（ＲＳＤ），见表 ２。

表 ２　 阳性添加样品制备表

Ｔａｂ ２　 Ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｓｃｈｅｄｕｌｅ ｆｏｒ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ
黄芩苷添加浓度 黄芩苷储备液加入量 杨树花口服液取样量 溶媒 ／ 终体积 初始流动相稀释

０．０５ ｍｇ ／ ｍＬ ０．２５ ｍＬ

０．１ ｍｇ ／ ｍＬ ０．５ ｍＬ

０．２ ｍｇ ／ ｍＬ １ ｍＬ

０．４ ｍｇ ／ ｍＬ ２ ｍＬ

０．６ ｍｇ ／ ｍＬ ３ ｍＬ

１ ｍＬ ５０％甲醇定容至 ２５ ｍＬ １．６ ｍＬ→定容至 １０ ｍＬ

２．３　 方法线性考察及添加回收试验结果

２．３．１　 标准曲线　 在选定的色谱条件下，使用梯度洗

脱的方法，可以有效地分离黄芩苷，在 ０．５～１００ μｇ ／ ｍＬ

的范围内标准曲线方程为 Ｙ ＝ ９４８００Ｘ＋１０６００，Ｙ 为

黄芩苷峰面积，Ｘ 为黄芩苷的浓度，其相关系数

Ｒ２ 为０．９９９，线性良好。

２．３．２　 方法的检测限和定量限　 阴性样品经检测

不含黄芩苷，含有防腐剂苯甲酸，杨树花口服液中

添加黄芩苷，液相色谱与苯甲酸分离良好，无其他

干扰，添加 ０．０５ ｍｇ ／ ｍＬ，信噪比（Ｓ ／ Ｎ）＞３，确定为方

法的检测限；添加 ０．１ ｍｇ ／ ｍＬ，信噪比（Ｓ ／ Ｎ）＞１０，确

定为方法的定量限；根据药物发生药效所需要的可

能添加的浓度，检测限和定量限足以满足要求。

２．３．３　 方法的准确度和精密度　 杨树花口服液中

添加浓度分别 ０．１、０．２、０．４、０．６ ｍｇ ／ ｍＬ，批内批间变

异系数均小于 １０％，阳性添加样品的回收率在

９５％～１０５％，见表 ３。 准确度和精密度良好，完全满

足检测需求。

表 ３　 杨树花口服液中添加黄芩苷的回收率试验结果（ｎ＝１２）

Ｔａｂ ３　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｙａｎｇｓｈｕｈｕａ ｋｏｕｆｕｙｅ

中兽药
添加浓度

／ （ｍｇ·ｍＬ－１）
回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ 批内 ＲＳＤ ／ ％ 批间 ＲＳＤ ／ ％

杨树花口服液

０．１ ９９．３２ ９７．９８ １００．０８ ９９．１３ １．０７

０．２ ９９．６８ ９８．６９ ９９．６７ ９９．３５ ０．５７

０．４ ９９．５３ ９９．７８ ９９．３４ ９９．５５ ０．２２

０．６ ９９．８５ ９９．９７ １００．２１ １００．０１ ０．１８

０．８０

２．４．４　 抽检样品的结果判定　 空白样品色谱图未

检出黄芩苷，黄芩苷对照溶液、抽检阳性样品的色

谱图见图 １～图 ２，其黄芩苷出峰的保留时间一致，

初步判定抽检样品添加了黄芩苷；对抽检阳性样品

光谱图与黄芩苷对照溶液光谱图（图 ３）进行比较，

非常一致，抽检样品保留时间 ４．９８７ ｍｉｎ 的色谱峰

·２５·
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纯度角 ０．０４５，纯度阈值 ０．２４８，纯度角小于纯度阈

值，说明光谱均匀，未包裹共流出物，满足检测要求

（图 ４），最终确证抽检样品非法添加了黄芩苷，通

过含量计算，其杨树花口服液中黄芩苷含量高于

１５ ｍｇ ／ ｍＬ。

图 １　 ５０μｇ ／ ｍＬ 黄芩苷对照品色谱图

Ｆｉｇ １　 ５０μｇ ／ ｍＬ Ｂａｉｃａｌｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

图 ２　 检出抽检阳性样品色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

图 ３　 黄芩苷光谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｂａｉｃａｌｉｎ ｓｐｅｃｔｏｒｇｒａｍ

·３５·
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图 ４　 黄芩苷纯度图

Ｆｉｇ ４　 Ｂａｉｃａｌｉｎ Ｐｕｒｉｔｙ ｍａｐ

３　 讨论与结论

３．１　 选用超高效液相色谱仪，检测方法准确经济

快速　 本实验室是在检测杨树花口服液中是否含

非法添加物时，采用超声提取法，滤过上机检测，偶

尔发现了非目标峰峰形尖锐，峰面积异乎寻常的巨

大，经过众多的化药和抗生素光谱图进行比对发现

均不是，后发现其色谱出峰时间和光谱图与黄芩苷

非常一致，然后选择 ０．４％磷酸和乙腈为流动相进

行方法验证，选择超高效液相 ＰＤＡ 检测器，梯度洗

脱，与苯甲酸分离度满足要求，系统适应性良好。

用超高效液相色谱运行一针需要 １０ ｍｉｎ，比一般的

液相色谱时间节约了 ３０ ｍｉｎ，流速为 ０．３５ ｍＬ，流动

相节约了 ３６．５ ｍＬ，不仅减少了实验室耗能耗电，还

减少了废液排放，符合绿色节能减排的原则。

３．２　 色谱柱和柱温的选择　 一开始选用了 ＡＣＱＵ⁃

ＩＴＹ ＵＰＬＣＴＭＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱，分离效果和峰形较

差，后选用了 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＴＭＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱，使

得苯甲酸和黄芩苷分离较好，峰形较好。 在柱温条

件优化时，选择了柱温 ３０ ℃、３５ ℃、４０ ℃，比较发

现 ３５ ℃效果最好，一是与 ４０ ℃比较，与防腐剂苯

甲酸分离度较好，而与 ３０ ℃比较系统压力相对较

小，最终选择了柱温 ３５ ℃。 通过光谱图显示黄芩

苷在 ２７８ ｎｍ 存在最大吸收，故波长选择２７８ ｎｍ。

３．３　 非法添加黄芩苷的潜在风险　 黄芩苷是黄芩

提取物、双黄连口服液、银黄提取物口服液、清解合

剂、黄连解毒散、龙胆泻肝散、郁金散、四黄止痢颗

粒等中兽药中起重要作用的一种组分，具有清热燥

湿，泻火解毒等功效，用于治疗湿热、泻痢等；随着

黄芩提取物等中药良好的治疗效果及全国范围内

的推广应用，其他兽药中如若再非法添加黄芩苷，

有可能造成剂量过大，引起不良反应［２］。

３．４　 非法添加物筛查的合理性分析　 查资料证实

杨树花水提液中主要化学成分包括多糖、黄酮类、

有机酸、强心甙、内酯及香豆素，蒽醌类化合物、酚

类或鞣质，植物甾醇等，而且白毛杨雄花序含有多

种黄酮类化合物，主要有山奈酚、芹菜素、槲皮素、

木犀草素、水杨苷等，但是不含有黄芩苷［３－５］，而且

文献报道杨树花与黄芩复方研发的注射液对仔猪

泻痢等有良好的协同作用［４］，因此其非法添加符合

逻辑规律。

３．５　 方法适用范围及说明　 实验只针对杨树花口

服液中黄芩苷非法添加物的检测进行了方法学的

考察验证，因为不同样品背景基质效应差异很大，

需要进一步研究其他兽药单方或复方中黄芩苷的

检测方法，为进一步制订地方或国家非法添加物质

量标准奠定基础，保障养殖业用药安全，保障动物

食品安全和公共卫生安全。

本方法建立了超高效液相色谱法测定杨树花

口服液中非法添加物黄芩苷，采用外标法，对样品

进行提取稀释后测定，专属性强、灵敏度高、检测限

·４５·
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低。 通过方法学考察，完全适合杨树花口服液中黄

芩苷非法添加的定性、定量检测。
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