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［摘　 要］ 　 建立了高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）同时测定芩黄颗粒中黄芩苷和甘草酸的含量。 采用

Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ － Ｃ１８（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ， ５ μｍ）色谱柱，以乙腈 － ０． ０５％磷酸溶液为流动相，梯
度洗脱，检测波长为 ２５２ ｎｍ，流速为 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 结果显示，黄芩苷和甘草酸的进样浓度分别在

６１． ８４ ～ ６１８． ４、８． ２５６ ～ ８２． ５６ μｇ ／ ｍＬ（Ｒ２ ＝ ０． ９９９９，０． ９９９９）范围内与峰面积呈良好线性关系；精密

度、重复性和稳定性试验的 ＲＳＤ 均小于 ２． ０％ ；平均加样回收率分别为 １００． ０％ 、９９． ２％ ，回收率的

ＲＳＤ 分别为 １． ０％ 、０． ６％ （ｎ ＝ ６）。 本方法操作简便、准确，可用于芩黄颗粒中黄芩苷和甘草酸含量

的同时测定。
［关键词］ 　 黄芩苷；甘草酸；高效液相色谱法；芩黄颗粒
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　 　 芩黄颗粒是由黄芩、板蓝根、麻黄、山豆根、甘

草、桔梗等六味中药组成的中兽药制剂，该方由

《伤寒论》“麻杏甘石汤”药味加减而来，目前收载

于《兽药质量标准》２０１７ 年版。 方中黄芩性寒、味

苦，有清热燥湿、泻火解毒、凉血除热的作用，可治

疗肺热咳嗽、湿热泻痢；甘草性平、味甘，有和中缓

急、润肺解毒的功效，可治疗咽喉肿痛、肺痿咳嗽

等症。 该药在临床上主要用于鸡传染性支气管炎

的预防与辅助性治疗［１］ 。 目前，芩黄颗粒质量标

准中含量测定项分别对黄芩苷与甘草酸进行测

定，也有学者单独研究了芩黄颗粒中甘草酸或黄

芩苷的含量测定方法［２ － ３］ ，但未见有同时测定黄

芩苷与甘草酸含量的相关报道。 本研究首次建立

了同时测定芩黄颗粒中黄芩苷和甘草酸含量的高

效液相色谱方法，该方法简便、准确，可以提高该

制剂在实际生产中的检验效率，为该制剂的质量

控制提供了参考。

１　 仪器与试剂

１． １　 仪器 　 Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 高效液相色谱仪，配备

２４８９ 型紫外检测器；ＡＢ２６５ － Ｓ 电子分析天平，

ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ 公司；ＫＱ － ５００ＤＢ 超声波清洗

器，昆山市超声仪器有限公司。

１． ２　 试剂与材料　 黄芩苷对照品（批号 １１０７１５ －

２０１７２０，含量：９３． ５２％ ，中国食品药品检定研究

院）；甘草酸铵对照品（批号 １１０７３１ － ２０１７２０，含

量：９４． ３％ ，中国食品药品检定研究院）；芩黄颗粒

（洛 阳 惠 中 兽 药 有 限 公 司， 批 号： ２０１９０７０４、

２０１９０７０５、２０１９０７０６，规格：５００ ｇ ／袋）；乙腈、甲醇

均为色谱纯，Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；磷酸为

分析纯，天津大茂化学试剂厂；水为超纯水。

２　 方法与结果

２． １ 　 色谱条件 　 色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ －

Ｃ１８（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ， ５ μｍ）；流动相：以乙腈为

流动相 Ａ，０． ０５ ％ 磷酸溶液为流动相 Ｂ，按表 １ 进

行梯度洗脱；检测波长：２５２ ｎｍ；柱温 ３０ ℃；流速：

１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样体积：１０ μＬ。

表 １　 梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ
时间 ／ ｍｉｎ Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％

０ ３０ ７０
７ ３０ ７０
８ ４７ ５３
１２ ４７ ５３
１３ ９０ １０
２０ ９０ １０
２１ ３０ ７０
２５ ３０ ７０

２． ２　 溶液的制备

２． ２． １　 对照品溶液的制备 　 分别取黄芩苷对照

品、甘草酸铵对照品适量，精密称定，置于同一量瓶

中，用适量甲醇使溶解，再加入 ５０％ 甲醇稀释至刻

度，摇匀，制成混合对照溶液（黄芩苷浓度为０． ３０９２
ｍｇ ／ ｍＬ、甘草酸铵浓度为 ０． ０４１３ ｍｇ ／ ｍＬ） （甘草酸

重量 ＝甘草酸铵重量 ／ １． ０２０７）。

２． ２． ２　 供试品溶液的制备　 取本品适量，研细，取
约 ０． ５ ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入

５０％甲醇 ５０ ｍＬ，称定重量，超声处理（功率 ２５０ Ｗ，
频率 ４０ ｋＨｚ）３０ ｍｉｎ，放冷，再称定重量，用 ５０％ 甲

醇补足减失的重量，摇匀，滤过，取续滤液即得。

２． ２． ３　 阴性对照溶液的制备 　 取处方中去除甘

草、黄芩的其他药材，按芩黄颗粒处方比例和工艺

制备阴性对照样品，按 ２． ２． ２ 项方法，制备阴性对

照溶液。

２． ３　 专属性试验 　 分别精密吸取混合对照品溶

液、供试品溶液和阴性对照溶液各 １０ μＬ，注入液相

色谱仪，记录色谱图（图 １ ～图 ３）。 结果表明：供试

品溶液色谱中，在与对照品溶液色谱相应的位置

上，有相同保留时间的色谱峰，且阴性无干扰，表明

本方法专属性良好。

图 １　 对照品色谱图

Ｆｉｇ １　 ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ
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图 ２　 供试品色谱图

Ｆｉｇ ２　 ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ

图 ３　 阴性色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ

ａｎｄ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ

２． ４　 线性关系考察 　 分别称取黄芩苷对照品、甘
草酸铵对照品适量，精密称定，置于同一量瓶中，用
适量甲醇使溶解，再加入 ５０％ 甲醇稀释至刻度，摇
匀，制成混合对照品储备液（黄芩苷浓度 ０． ６１８４
ｍｇ ／ ｍＬ、甘草酸铵浓度 ０． ０８２５６ ｍｇ ／ ｍＬ）。 精密量

取混合对照品储备液 １、２、３、５、８ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 量瓶

中，加 ５０％甲醇稀释至刻度，摇匀，制成线性对照溶

液。 分别精密吸取上述不同浓度的混合对照品溶

液和对照品储备液各 １０ μＬ，注入液相色谱仪，记录

峰面积。 以浓度为横坐标（Ｘ），峰面积为纵坐标

（Ｙ），进行线性回归，得黄芩苷的回归方程为：Ｙ ＝
１２１４８ Ｘ ＋ ２０１８． ７，Ｒ２ ＝ ０． ９９９９；甘草酸的回归方程

为：Ｙ ＝ ８２０９． ８ Ｘ ＋ ４６３． ９２，Ｒ２ ＝ ０． ９９９９。 表明黄芩

苷的进样浓度在 ６１． ８４ ～ ６１８． ４ μｇ ／ ｍＬ 的范围内与

峰面积线性关系良好；甘草酸的进样浓度在 ８． ２５６
～ ８２． ５６ μｇ ／ ｍｌ 的范围内与峰面积线性关系良好。
２． ５　 精密度试验　 精密吸取 ２． ２． １ 项的混合对照

品溶液 １０ μＬ，连续进样 ６ 次，记录色谱图，测得黄

芩苷、甘草酸峰面积的 ＲＳＤ 分别为 ０． ５％ 、０． ５％
（ｎ ＝ ６）。 表明仪器精密度较好（表 ２）。

表 ２　 精密度实验

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ
序号 黄芩苷峰面积 甘草酸铵峰面积

１ ３７８４５６８ ３４１０１９

２ ３７８０９１２ ３４１１１６

３ ３８２４３２１ ３４５２０４

４ ３８０９９１４ ３４３３７２

５ ３８０８９０８ ３４３７２２

６ ３８０９５０９ ３４３２７８

平均值 ３８０３０２２ ３４２９５２

ＲＳＤ ／ ％ ０． ５ ０． ５

２． ６　 重复性试验　 取批号 ２０１９０７０６ 本品 ６ 份，精
密称定，按 ２． ２． ２ 项方法制备供试品溶液，分别精

密吸取 １０ μＬ 注入液相色谱仪，依法测定，结果黄

芩苷、甘草酸的平均含量分别为 ３１． ２、４． ８ ｍｇ ／ ｇ，
ＲＳＤ 分别为 ０． ９％ 、１． ０％ （ｎ ＝ ６），结果表明，本法

具有较好的重复性。
２． ７　 稳定性试验　 取本品，精密称定，按 ２． ２． ２ 项

制备供试品溶液，分别于第 ０、２、４、６、８、１０、１２ ｈ 各精

密吸取 １０ μＬ 注入液相色谱仪，依法测定，结果黄芩

苷和甘草酸峰面积的 ＲＳＤ 分别为 ０． ３％、０． ４％。 结

果表明，供试品溶液在 １２ ｈ 内稳定性良好（表 ３）。

表 ３　 稳定性试验

Ｔａｂ ３　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ
时间 ／ ｈ 黄芩苷峰面积 甘草酸铵峰面积

０ ３８４１２２９ ４１５８６６

２ ３８２５３４０ ４１２０６８

４ ３８３０５７０ ４１４２０７

６ ３８５６０３２ ４１５４４８

８ ３８２８９８９ ４１３０１１

１０ ３８２６５６５ ４１１７５８

１２ ３８４１４５０ ４１５２６４

平均值 ３８３５７３９ ４１３９４６

ＲＳＤ ／ ％ ０． ３ ０． ４

２． ８ 　 加样回收试验 　 取已知含量样品 （批号：
２０１９０７０６）６ 份，每份约 ０． ２５ ｇ，精密称定，按样品含

量的 １００％ 分别加入黄芩苷和甘草酸对照品储备

液，按 ２． ２． ２ 项方法制备供试品溶液，分别精密吸
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取 １０ μＬ 注入液相色谱仪，依法测定，结果黄芩苷、
甘草酸的平均加样回收率分别为 １００． ０％ 、９９． ２％ ，

ＲＳＤ 分别为 １． ０ ％ 、０． ６％ （ｎ ＝ ６），表明方法准确度

良好（表 ４、表 ５）。

表 ４　 黄芩苷加样回收率

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｃｏｖｒｉｅｓ ｏｆ Ｂａｉｃａｌｉｎ ｉｎ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏ
称重 ／ ｇ 本底量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

０． ２５３９０ ７． ９３ ７． ５１ １５． ５１ １００． ９９

０． ２５３２０ ７． ９０ ７． ５１ １５． ２９ ９８． ３１

０． ２５２１７ ７． ８７ ７． ５１ １５． ４２ １００． ５４

０． ２５８４４ ８． ０７ ７． ５１ １５． ６０ １００． ２６

０． ２５５６０ ７． ９８ ７． ５１ １５． ４５ ９９． ５２

０． ２５９８６ ８． １１ ７． ５１ １５． ６３ １００． １３

１００． ０ １． ０

表 ５　 甘草酸加样回收率

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｃｏｖｒｉｅｓ ｏｆ Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏ
称重 ／ ｇ 本底量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

０． ２５３９０ １． ２４ １． ２０ ２． ４４ １００． １３

０． ２５３２０ １． ２４ １． ２０ ２． ４３ ９８． ８６

０． ２５２１７ １． ２３ １． ２０ ２． ４２ ９９． ０１

０． ２５８４４ １． ２６ １． ２０ ２． ４６ ９９． ４９

０． ２５５６０ １． ２５ １． ２０ ２． ４３ ９８． ６１

０． ２５９８６ １． ２７ １． ２０ ２． ４６ ９８． ８２

９９． ２ ０． ６

２． ９ 　 样 品 测 定 　 取 芩 黄 颗 粒 ３ 批 （ 批 号：

２０１９０７０４、２０１９０７０５、２０１９０７０６），按 ２． ２． ２ 项方法

制备供试品溶液，按 ２． １ 项色谱条件分别测定样品

中黄芩苷和甘草酸的含量，三批样品的含量测定结

果见表 ６。

表 ６　 样品含量测定结果

Ｔａｂ ６　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

批号 黄芩苷含量 ／ （ｍｇ·ｇ － １） 甘草酸含量 ／ （ｍｇ·ｇ － １）

２０１９０７０４ ２９． ０ ４． ７

２０１９０７０５ ２９． ０ ４． ７

２０１９０７０６ ３１． ２ ４． ８

３　 讨论与结论

３． １　 检测波长的选择　 分别取黄芩苷与甘草酸对

照品溶液，采用紫外光分光光度法进行全波长扫

描，结果黄芩苷的最大吸收波长为 ２７７ ｎｍ、甘草酸

的最大吸收波长为 ２５２ ｎｍ。 且两个成分在波长为

２６３ ｎｍ 处均具有较大的吸收。 取供试品溶液，分别

在 ２６３ ｎｍ 和 ２５２ ｎｍ 波长下依法测定，结果，在 ２５２

ｎｍ 波长下，甘草酸峰的响应较 ２６３ ｎｍ 下更高，因

芩黄颗粒中黄芩苷的含量远高于甘草酸的含量，为

使两种成分同时有较好的检出灵敏度，综合考虑，

最终选择 ２５２ ｎｍ 作为检测波长（图 ４）。

３． ２　 流动相的选择 　 参考《中国兽药典》２０１５ 年

版二部甘草含量测定项下条件，采用乙腈 － ０． ０５％

磷酸为流动相进行试验［４］，同时根据文献报道，分

别考 察 了 乙 腈 － ０． ０５％ 磷 酸 溶 液［５ － ６］、 甲 醇

－ ０． １％磷酸溶液［７］、乙腈 － ０． １％ 磷酸溶液［８］、甲

醇 － ０． ０５％ 磷酸溶液等流动相体系。 最终选择乙
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图 ４　 紫外全波长扫描图

Ｆｉｇ ４　 Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｆｕｌｌ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｓｃａｎ

腈 － ０． ０５％磷酸溶液作为流动相进行梯度洗脱，主
峰的分离效果较好，且基线较平稳，适用于黄芩苷

与甘草酸的同时测定。
本文采用高效液相法同时测定了芩黄颗粒中

黄芩苷与甘草酸的含量，该方法简便，准确、重复性

好，对提高实际生产检验效率及本产品质量控制具

有重要意义。
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