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［摘　 要］ 　 为了测定清肺止咳散中黄芩苷的含量，采用 Ｃ１８ 柱（５ μｍ，２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ），在室温

下，以甲醇－０．３％磷酸溶液（５５ ∶ ４５）为流动相，以 ２７６ ｎｍ 为检测波长，流速为 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温

３０℃，建立了高效液相色谱测定方法。 黄芩苷在 ３．８ ～ ３７９ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性良好， Ｒ２ ＝ ０．９９９８，平
均回收率为 ９４．３％（ｎ＝ ６），ＲＳＤ 为 ０．９２％。 该方法简便、准确、可靠，可用于控制清肺止咳散中黄芩

苷的含量。
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　 　 清肺止咳散收载于《中华人民共和国兽药典》
２０１５ 年版二部，是由桑白皮、知母、苦杏仁、前胡、金
银花、连翘、桔梗、甘草、橘红、黄芩十味药材经粉

碎、混合而制成的中药散剂，具有清泻肺热，化痰止

痛的功能，主治肺热咳嗽，咽喉肿痛。 现广泛应用

于畜禽咳喘病的治疗，但质量标准无含量测定方

法。 为了更好地控制其质量，参考文献方法，研究

建立了采用反相高效液相法测定清肺止咳散中黄

芩苷的含量测定方法。
１　 仪器与材料

１．１　 仪器 　 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 液相色谱仪，Ｗａｔｅｒｓ 液相

色谱仪，ＵＶ 检测器，ＷａｔｅｒｓＣ１８ 柱、 安捷伦 Ｃ１８ 柱、
ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ Ｃ１８ 柱；Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ Ｃｐ２２５Ｄ 分析天平。
１．２　 试药与试剂　 黄芩苷对照品分别来源于中国

食品药品检定研究院（批号为 １１０７１５－２０１７２０，标
示含量为９３．５％）和中国兽医药品监察所（批号为
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Ｚ０２７１１０９，Ｚ０２７１７０５ 标示含量分别为 ９８．８％、９６．８％）。

清肺止咳散样品，共 １０ 批，其中实验室自制小

样 １ 批（样品编号 １）；哈尔滨摩天农科兽药有限公

司 ３ 批，批号分别 ２０１８０５１４、２０１８０５１５、２０１８０５１６

（样品编号 ２－４）；河北远征禾木药业有限公司 ３

批，批号分别 ３ＧＮ１８０２０１、３ＧＮ１８０２０２、３ＧＮ１８０２０３

（样品编号 ５－７）；河南环通制药有限公司 ３ 批，批

号分别 ２０１６０３０８、２０１８０３１１、２０１８０５２４ （样品编号

８－１０）。

清肺止咳散缺黄芩的阴性样品，按处方及制法

制成缺黄芩的阴性样。 制备小样、缺黄芩的阴性样

的药材均购自西安怡康大药房。

甲醇 Ｆｉｓｈｅｒ Ｃｈｅｍｉｃａｌ（国药集团化学试剂有限

公司提供，色谱纯，批号：１７８３３７ 等）；水为超纯水；

其余试剂均为分析纯。

２　 方法与结果

２．１　 色谱条件 　 参照《中华人民共和国兽药典》

２０１５ 年版二部“清解合剂”中黄芩含量测定方法。

流动相：甲醇 － ０． ３％磷酸溶液 （ ５５ ∶ ４５）；流速：

１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长 ２７６ ｎｍ；柱温：３０ ℃；进样

量：５～１０ μＬ［１］。

２．２　 溶液的制备

２．２．１　 对照品溶液的制备　 取黄芩苷对照品适量，

精密称定，加甲醇少许超声使溶解，加 ５０％甲醇稀

释，摇匀，制得黄芩苷对照品溶液（每 １ ｍＬ 含黄芩

苷 ０．１ ｍｇ） ［２］。

２．２．２　 供试品溶液的制备　 取实验室自制清肺止

咳散小样 １．０ ｇ，精密称定，置 １００ ｍＬ 量瓶中，加甲

醇 １０ ｍＬ，超声处理 ３０ ｍｉｎ，放至室温，加 ５０％甲醇

稀释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，即得［２］。

２．２．３　 阴性对照溶液的制备 　 取缺黄芩阴性样

１．０ ｇ，按供试品溶液的制备方法制成阴性对照

溶液［２］。

２．２．４　 小样测试结果　 按照 ２．１ 色谱条件，采用外

标法，以峰面积计算，实验室自制小样每 １ｇ 含黄芩

苷 １３．０７ ｍｇ，１３．１３ ｍｇ，平均值为 １３．１ ｍｇ。

２．３　 系统适用性和专属性试验　 精密量取上述对

照品溶液、供试品溶液及阴性对照溶液各 １０、５ μＬ，

注入液相色谱仪，按 ２．１ 项色谱条件测定，结果理

论塔板数以黄芩苷峰计算为 ６３７４（图 １－１）、７８６５

（图 １－２）；供试品色谱图中黄芩苷峰与临峰分离良

好，与前峰分离度为 ７．０（图 ２－１），与后峰分离度为

２．０（图 ２－２）；阴性对照色谱在与对照品色谱相同

保留时间处无干扰峰（图 ３－１，３－２）。 结果表明，系

统适用性可以满足检测要求；处方中其他成分对黄

芩定量检测无干扰，专属性也能满足检测要求［１］。

图 １－１　 黄芩苷对照品色谱图 （进样量 １０ μＬ，Ｗａｔｅｒｓ Ｃ１８ 柱，理论塔板数 ６３７４）

Ｆｉｇ １－１　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ Ｂａｉｃａｌｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

（Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ，１０ μＬ，Ｃｏｌｕｍｎ： Ｗａｔｅｒｓ Ｃ１８， Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｐｌａｔｅ ｎｕｍｂｅｒ：６３７４）
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图 １－２　 黄芩苷对照品色谱图（进样量 ５ μＬ，ＰＥ Ｃ１８ 柱，理论塔板数 ７８６５）

Ｆｉｇ １－２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ Ｂａｉｃａｌｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

（Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ，５ μＬ，Ｃｏｌｕｍｎ： ＰＥ Ｃ１８， Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｐｌａｔｅ ｎｕｍｂｅｒ：７８５６）

图 ２－１　 供试品色谱图（进样量 １０μＬ，Ｗａｔｅｒｓ Ｃ１８ 柱）

Ｆｉｇ ２－１　 ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ（Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ，１０ μＬ，Ｃｏｌｕｍｎ： Ｗａｔｅｒｓ Ｃ１８）

图 ２－２　 供试品色谱图（进样量 ５ μＬ，ＰＥ Ｃ１８ 柱）

Ｆｉｇ ２－２　 ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ（Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ，５ μＬ，Ｃｏｌｕｍｎ： ＰＥ Ｃ１８）

２．４　 线性关系考察 　 取黄芩苷对照品适量，精密

称定，加甲醇少许超声使溶解，加 ５０％甲醇稀释，制

成每 １ ｍＬ 含黄芩苷 ０．３７９ ｍｇ 的对照品贮备液。 取

贮备液，分别精密吸取 １、２、５ ｍＬ，置 １００ ｍＬ 容量瓶

中，加 ５０％甲醇至刻度，制成①、②、③号溶液，浓度

分别为 ３．８、７．６、１９．０ μｇ ／ ｍＬ，再分别精密吸取黄芩

苷对照品贮备液 ５、１０、２０ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，

加 ５０％甲醇至刻度，制成④、⑤、⑥号溶液，浓度分

别为 ３８、７６、１５２ ｇ ／ ｍＬ，以黄芩苷对照品贮备液作为

⑦号溶液，浓度 ０．３７９ ｍｇ ／ ｍＬ，按上述色谱条件，分

·９２·
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图 ３－１　 缺黄芩苷的阴性样品色谱图 （ 进样量 １０ μＬ，Ｗａｔｅｒｓ Ｃ１８ 柱）

Ｆｉｇ ３－１　 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ（Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ，１０ μＬ，Ｃｏｌｕｍｎ： Ｗａｔｅｒｓ Ｃ１８）

图 ３－２　 缺黄芩苷的阴性样品色谱图 进样量 ５ μＬ，ＰＥ Ｃ１８ 柱

Ｆｉｇ ３－２　 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ（Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ，５ μＬ，Ｃｏｌｕｍｎ： ＰＥ Ｃ１８）

别进样 ５ μＬ，测定峰面积。 以峰面积为纵坐标

（Ｙ），以进样浓度为横坐标（Ｘ），进行线性回归，得

回归方程 ｙ＝ １６４１２ｘ－２５７３５，Ｒ２ ＝ ０．９９９８（ｎ＝ ７），黄

芩苷在 ３．８ ～ ３７９ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好（见

图 ４、图 ５）。

图 ４　 黄芩苷线性试验色谱峰综合图

Ｆｉｇ ４　 Ｂａｉｃａｌｉｎ ｌｉｎｅａｒ ｔｅｓｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

２．５　 准确度　 采用加样回收的方法［１］

２．５．１　 黄芩苷对照品母液制备　 取黄芩苷对照品

（Ｚ０２７１７０５，标示含量 ９６．８％）５７．５ ｍｇ，置 ２００ ｍＬ 量

瓶中，加 ２０ ｍＬ 甲醇超声处理 ３０ 分钟使溶解，放至

·０３·
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室温，加 ５０％甲醇稀释至刻度，制成母液 Ａ。

２．５．２ 　 对照品溶液制备 　 取母液 Ａ ３．００ ｍＬ，加

５０％甲醇稀释至 １０．００ ｍＬ 即得。

２．５．３　 样品制备　 取样品 ２、样品 ７ 各 ３ 份，精密称

定，置 １００ ｍＬ 容量瓶中，精密加入黄芩苷母液 Ａ

２５ ｍＬ，按 ２．２ 项下供试品溶液制备方法制备样品

溶液，上机测定，黄芩苷的回收率在 ９２．９％～９５．３％之

间，平均回收率为 ９４．３％，ＲＳＤ 为 ０．９２％，结果见表 １。 图 ５　 黄芩苷线性图

Ｆｉｇ ５　 Ｂａｉｃａｌｉｎ ｌｉｎｅａｒ ｇｒａｐｈ

表 １　 加样回收率试验

Ｔａｂ １　 Ｒｅｃｏｖｒｉｅｓ ｏｆ Ｂａｉｃａｌｉｎ ｉｎ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

序号 样品重量 ／ ｇ 黄芩苷含量 ／ ｍｇ 黄芩苷
添加量 ／ ｍｇ

测得黄芩苷
总含量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ ０．５１３４１ ８．０１ ６．９６ １４．６ ９４．７％

２ ０．４４７７５ ６．９８ ６．９６ １３．５ ９３．６％

３ ０．５１０９３ ７．９７ ６．９６ １４．６ ９５．３％

４ ０．４１６１２ ５．５３ ６．９６ １２．０ ９２．９％

５ ０．５０４５７ ６．７１ ６．９６ １３．３ ９４．７％

６ ０．４９７３５ ６．６１ ６．９６ １３．２ ９４．６％

９４．３％ ０．９２％

２． ６ 　 精密度 　 重复性 取 ８ 号样品 （批号为

２０１６０３０８），按 ２．２ 项下供试品溶液制备方法，制成

供试品溶液，重复进样 ６ 次，每次 １０ μＬ，按上述色

谱条件进行测定，测定黄芩苷峰面积相对标准偏差

ＲＳＤ 为 ０．２１％，结果见表 ２［１］。

表 ２　 精密度试验

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ
序号 峰面积 平均峰面积 ＲＳＤ％

１ ３５９５７１８

２ ３６１５１１７

３ ３５９６５７９

４ ３５９９７９３

５ ３５９８１４９

６ ３５９５５３１

３６００１４７．８ ０．２１

２． ７ 　 稳 定 性 试 验 　 取 ４ 号 样 品 （ 批 号 为

２０１８０５１６），按 ２．２ 项下供试品溶液制备方法，制成

供试品溶液，立即测定，再在 ２、４、８、１２、２４ ｈ 的时间

点进行测定，结果表明，测定值在 ２４ ｈ 内基本稳定，

ＲＳＤ 为 １．９６％，结果见表 ３［１］。

表 ３　 稳定性试验

Ｔａｂ ３　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ
时间 峰面积 平均峰面积 ＲＳＤ％

０ ２４２４２７２

２ ２４４１９１３

４ ２４１５７６０

８ ２３２９４７９

１２ ２３３７１５４

２４ ２３８４２２４

２３８８８００．３ １．９６

·１３·
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２．８　 耐用性［１］

２．８．１　 色谱柱、进样量的耐用性　 取清肺止咳散（９
号样品，批号为 ２０１８０３１１），按 ２．２ 项下供试品溶液

制备方法制得样品溶液，按 ２．１ 项下色谱条件，分
别在 ＰＥ 液相色谱仪上用 ｗａｔｅｒｓ 柱、安捷伦柱、ＰＥ
柱，在 ｗａｔｅｒｓ 液相色谱仪上用 ｗａｔｅｒｓ 柱，进样测试

含量，进样量分别为 ５、１０ μＬ，结果 ＲＳＤ 分别为

１．７２％、１．１２％。 结果见表 ４。
２．８．２　 流速的耐用性　 取清肺止咳散（１０ 号样品，
批号为 ２０１８０５２４），按 ２．２ 项下供试品溶液制备方

法制得样品溶液，按 ２．１ 项下色谱条件，保持流动相

比例不变，于 ０．８ ｍＬ ／ ｍｉｎ 和 １．２ ｍＬ ／ ｍｉｎ 流速条件

下进样 ５ μＬ 进行测试。 二者测试结果相对偏差为

０．７１％，结果见表 ４。

２．８．３　 流动相的耐用性　 取清肺止咳散（１０ 号样

品，批号为 ２０１８０５２４），按 ２．２ 项下供试品溶液制备

方法制得样品溶液，将 ２．１ 项下色谱条件中流动相

比例调为 ５０：５０，其余保持不变，进样 ５ μＬ，进行测

试，结果与原流动相比例测得结果相对偏差为 ０．０％。
耐用性试验结果表明该方法能够耐受不同液

相色谱仪，色谱柱，在进样量、流速、流动相比例等

因素小范围变化情况下，测定清肺止咳散中黄芩苷

的含量无明显差异，说明耐用性良好。
２．９　 样品含量测定 　 取三家企业产品，每家三批

共 ９ 批样品，分别按 ２．２ 项下方法制备对照品溶液

及供试品溶液，精密吸取对照品溶液与供试品溶液

各 ５ μＬ，上机测定峰面积，通过外标法计算黄芩苷

的含量，结果见表 ５。

表 ４　 耐用性试验

Ｔａｂ ４　 Ｓｅｒｖｉｃｅａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

仪器
ＰＥ 液相色谱仪 ｗａｔｅｒｓ 液相色谱仪

ｗａｔｅｒｓ 柱 安捷伦柱 ＰＥ 柱 ｗａｔｅｒｓ 柱
平均值 ＲＳＤ％

含量（ｍｇ ／ ｇ，进样 ５μＬ） １３．０７ １３．２７ １３．４ １２．８ １３．１４ １．７２％

含量（ｍｇ ／ ｇ，进样 １０μＬ） １３．３５ １３．３１ １３．５６ １３．１４ １３．３４ １．１２％

０．８ｍｌ ／ ｍｉｎ 流速含量
（ｍｇ ／ ｇ，进样 ５μＬ） １３．３２ １３．４２ ０．７１％

１．２ ｍＬ ／ ｍｉｎ 流速含量
（ｍｇ ／ ｇ，进样 ５μＬ） １３．５１

流动相（５０ ∶ ５０）含量
（ｍｇ ／ ｇ，进样 ５μＬ） １３．４２ 原流动相比例

测得值 １３．４ ０．０７％

表 ５　 样品含量测定结果

Ｔａｂ ５　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ （ｎ＝２）
哈尔滨摩天农科兽药有限公司 河北远征禾木药业有限公司 河南环通制药有限公司

样品编号 批号
含量

／ （ｍｇ·ｇ－１）
样品编号 批号

含量

／ （ｍｇ·ｇ－１）
样品编号 批号

含量

／ （ｍｇ·ｇ－１）

２ ２０１８０５１４ １５．８ ５ ３ＧＮ１８０２０１ ７．４ ８ ２０１６０３０８ １０．７

３ ２０１８０５１５ １５．６ ６ ３ＧＮ１８０２０２ ７．４ ９ ２０１８０３１１ １３．３

４ ２０１８０５１６ １４．８ ７ ３ＧＮ１８０２０３ ８．２ １０ ２０１８０５２４ １３．４

３　 讨论与结论

３．１　 含量测定成分的选择　 清肺止咳散现收载于

《中华人民共和国兽药典》２０１５ 年版二部，是由桑

白皮、知母、黄芩等十味药材经粉碎、混合而制成的

中药散剂，处方量 ３２０ ｇ，其中黄芩 ４５ ｇ，占 １４．０６％，
为君药。 黄芩的主要成分为黄芩苷，具有显著的生

物活性，具有抑菌、利尿、抗炎、降胆固醇、抗血栓形

成、缓解哮喘、泻火解毒、止血、安胎、抗变态反应及

·２３·
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解痉作用，也为哺乳动物肝脏涎酶的特异性抑制

剂，具有调节某些疾病的作用，也具有较强的抗癌

反应生理效能。 黄芩苷分子式为 Ｃ２１Ｈ１８Ｏ１１分子量

（４４６）适中，化学性质稳定，适于作为含量测定目标

成分［３］。 原质量标准无含量测定方法，为了更好地

控制其质量，拟定采用 ＨＰＬＣ 测定黄芩苷的含量，
并对测定方法进行了系统的考察，该方法操作简

便，黄芩苷在 ３．８ ～ ３７９ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良

好，方法准确度、精密度、日内稳定性和耐用性均能

达到检测要求。
３．２　 样品前处理方法的选择　 黄芩苷是一种黄酮

类化合物，易溶于甲醇等有机溶剂。 参考《中华人

民共和国兽药典》２０１５ 年版二部银黄提取物口服

液含量测定项下前处理方法，本试验采用先用少量

甲醇超声提取，再用 ５０％甲醇稀释，结果证明该方

法能够较为完全地提取出清肺止咳散中的黄芩苷，
并且阴性无干扰。
３．３　 含量测定限度的确定　 拟定为每 １ ｇ 清肺止

咳散中含黄芩以黄芩苷计不得低于 １０．０ ｍｇ。 黄芩

药材收载于《中华人民共和国兽药典》２０１５ 年版二

部，其含量限度规定为不得少于 ９．０％。 实验室自

制小样所用黄芩药材中黄芩苷含量为 ９．７％，折合

到清肺止咳散中，理论上应为 １３．６ ｍｇ ／ ｇ，实测值为

１３．１ ｍｇ ／ ｇ，黄芩苷的转移率为 ９６％。 考虑到大生

产实际，按转移率 ８０％、黄芩药材中黄芩苷含量不

低于 ９．０％计算，每 １ ｇ 肺止咳散中含黄芩苷应不得

少于 １０．１ ｍｇ，取整数为 １０．０ ｍｇ。 拟以此作为含量

测定的限度。 生产企业提供的 ９ 批样品中，６ 批含

量超出此限度，３ 批未达到此限度。 因黄芩苷实际

无毒，上限未作规定［１］ ［２］。
３．４　 结论　 用高效液相法测定清肺止咳散中黄芩

苷的含量，方法简便，准确，灵敏度高，回收率好，可
有效控制该制剂中主药黄芩的含量，含量限度暂定

为每 １ ｇ 清肺止咳散中含黄芩以黄芩苷计不得低于

１０．０ ｍｇ［５］。
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