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［摘　 要］ 　 建立控制赤黄止痢颗粒中赤芍的分析方法。 采用薄层色谱法（ＴＬＣ）对赤黄止痢颗粒中

赤芍进行定性分析，采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）对制剂中芍药苷进行含量测定。 薄层色谱结果表

明，赤黄止痢颗粒中的赤芍在与对照品色谱相应的位置上，显相同的蓝紫色斑点，而阴性样品无相

同特征斑点。 ＨＰＬＣ 结果表明，芍药苷在 ０． ２５ ～ ２． ０ ｍｇ 范围峰面积线性关系良好（Ｒ２ ＝ ０． ９９９６）；芍
药苷的平均回收率为 ９９． ７４％ ，ＲＳＤ 为 １． ９５％ （ｎ ＝ ９）。 结果表明，研究建立的赤黄止痢颗粒中赤芍

的薄层色谱鉴别方法和含量测定分析方法可操作性强，结果准确可靠，重复性好，为赤黄止痢颗粒

质量标准的制定提供了方法学依据。
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ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

　 　 大肠杆菌和痢疾杆菌是导致痢疾最为常见的

病原菌［１］，目前，临床上采用的常规抗菌西药疗法

收到的效果并不理想［２］。 刘筱［３］ 的药效学和安全

性研究试验结果显示赤黄止痢颗粒有效率高达

１００％ ，治愈率可达 ８０％ ，临床效果明显，开发该中

兽药复方制剂不仅可为养殖市场提供“无抗药”，满
足消费者对食品安全的要求，而且能够推动和发展

“传统中兽药新制法”的科学疗法和健康养殖的理

念，具有广阔的发展前景。
赤黄止痢颗粒是由赤芍和黄柏 ２ 味中药提取

浓缩后，添加一定辅料制备而成的中药复方颗粒，
主治畜禽痢疾。 方中赤芍始载于《神农本草经》，列
为中品，其曰：“主邪气腹痛，除血痹，破坚积，寒热

疝瘕，止痛［４］ ”。 黄柏始载于《神农本草经》 原名

“果木”，列为上品，属于清热燥湿类药物［５］。 《阎
氏小儿方论》中记载：赤芍四钱、黄柏半两，具清热

止痢的功能。 实验室又通过大量中药体外抑菌试

验发现，赤芍、黄柏两味药联用对大肠杆菌和沙门

氏菌菌的药敏试验中，其 ＦＩＣ ＜ ０． ５，具有联合抑菌

作用。 本文主要研究赤黄止痢颗粒中赤芍的薄层

鉴别和含量测定项的分析方法。 为使产品安全、有
效、质量可控，制定合理的质量标准很重要。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 试验样品 　 赤黄止痢颗粒（批号 ２００７０１、
２００７０２、２００７０３）为内蒙古华天制药有限公司制备

的 ３ 批样品。

１． １． ２　 主要试剂及仪器　 芍药苷对照品（来源：中
国食品药品检定研究院，批号：１１０７３６ － ２０１９４３）；
甲醇为色谱纯购自国药集团化学试剂有限公司；水
为超纯水，乙醇、甲醇等其余试剂均为国产分析纯。

超声波清洗器（ＳＫ１２００Ｈ）购自上海科导超声

仪器有限公司；电子天平（ＴＤ１０００２Ｃ）购自天津天

马衡基仪器有限公司； 电子分析天平（ＢＴ － １２５Ｄ）
购自赛多利斯科学仪器有限公司；水浴锅（ＨＨ － ４）
购自江苏省金坛市荣华仪器制造有限公司；高效液

相色谱仪（ ＬＣ － ２０３０Ｃ Ｐｌｕｓ）购自岛津公司；色谱

柱：Ｃ１８（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；购自岛津公司、
北京绿百草科技发展有限公司和安捷伦科技有限

公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 赤黄止痢颗粒的定性鉴别方法

１． ２． １． １　 赤芍的鉴别　 取本品适量研磨成细粉，取
细粉 １ ｇ，加乙醇 １０ ｍＬ，超声 ２０ ｍｉｎ，滤过，滤液蒸

干，残渣加乙醇 ２ ｍＬ 使溶解，作为供试品溶液。 另

取芍药苷对照品，加乙醇制成每 １ ｍＬ 含 ２ ｍｇ 的溶

液，作为对照品溶液。 照薄层色谱法试验，吸取上述

两种溶液各 ５ μＬ，分别点于同一硅胶 Ｇ 薄层板上，以
三氯甲烷 － 乙酸乙酯 － 甲醇 － 甲酸（４０∶ ５∶ １０∶ ０􀆰 ２）
为展开剂，展开，取出，晾干，喷以 ５％香草醛硫酸溶

液，加热至斑点显色清晰。 供试品色谱中，在与对照

品色谱相应的位置上，显相同的蓝紫色斑点。
１． ２． １． ２　 专属性考察　 取赤黄止痢颗粒样品和分

别缺少赤芍的阴性样品，按上述相应方法进行检
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测，根据试验结果考察该方法对药材的薄层鉴别是

否具有专属性。
１． ２． １． ３ 　 重复性考察　 取 ３ 批样品，按上述相应

方法检测，考察该方法的重复性。
１． ２． １． ４　 耐用性考察　 取赤黄止痢颗粒样品按上

述相应方法检测，分别点于 ３ 个不同厂家的薄层板

上，考察该方法的耐用性。
１． ２． ２　 赤黄止痢颗粒含量测定方法

１． ２． ２． １ 　 赤芍色谱条件　 色谱柱：用十八烷基硅

烷键合硅胶为填充剂（Ａｇｉｌｅｎｔ ４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，
５ｕｍ），以甲醇为流动相 Ａ，以 ０． １％ 磷酸溶液为流

动相 Ｂ； 按 （ ３６ ∶ ６４ ） 进 行 等 度 洗 脱， 流 速 为

１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长 ２３０ ｎｍ，理论板数按芍药苷

峰计算不应低于 ２０００。
１． ２． ２． ２　 对照品溶液的制备　 取经五氧化二磷减

压干燥器中干燥 ３６ ｈ 的芍药苷对照品适量，精密

称定，加甲醇制成每 １ ｍＬ 含 ０． ５ ｍｇ 的溶液，即得。
１． ２． ２． ３　 供试品溶液的制备　 取本品适量研磨成

细粉，取细粉 １ ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密

加入甲醇 ２５ ｍＬ，称定重量，超声冷却 ２０ ｍｉｎ，放冷，
再称定重量，用甲醇补足减失的重量，摇匀，滤过，
取续滤液，即得。
１． ２． ２． ４　 阴性样品溶液制备　 取缺赤芍的处方药

材制备成缺赤芍的赤黄止痢颗粒样品，同“１􀆰 ２． ２．
３”方法制成阴性样品溶液。
１． ２． ２． ５ 　 精密度试验 　 精密吸取供试品溶液各

１０ μＬ，连续 ６ 次注入液相色谱仪，记录色谱图。
１． ２． ２． ６ 　 专属性试验　 精密吸取对照品溶液、供
试品溶液和阴性样品溶液各 １０ μｌ，注入液相色谱

仪，记录色谱图。
１． ２． ２． ７　 线性关系试验　 精密称取芍药苷对照品

适量，制成不同浓度的对照品溶液，按上述色谱条件

进样，记录峰面积，以对照品浓度为横坐标（ｘ），峰面

积为纵坐标（ｙ）绘制标准曲线并进行线性回归分析。
１． ２． ２． ８ 　 稳定性试验 　 精密吸取供试品溶液

１０ μＬ，分别在制备后 ０、２、８、１２、１８ 和 ２４ ｈ 测定芍

药苷的峰面积。

１． ２． ２． ９　 重现性试验　 精密称取同一批颗粒剂样

品 ６ 份研磨成细粉，每份取细粉 ０． ５ ｇ，照供试品溶

液制备项下方法制备，分别进样 １０ μＬ，按上述

“１􀆰 ２． ４． １”项中色谱条件进行测定。
１． ２． ２． １０　 回收率试验　 取已知含量的同一批赤

黄止痢颗粒样品 ９ 份（含量为 ０． ５０％ ），每份分别

按赤黄止痢颗粒中含有芍药苷量的 ８０％ 、１００％ 和

１２０％加入对照品溶液，各 ３ 份，再按供试品溶液制

备项下方法制备，精密吸取 ５ μＬ，按上述色谱条件

测定芍药苷的峰面积，计算平均回收率。
１． ２． ２． １１ 　 耐用性试验 　 精密吸取供试品溶液

５ μｌ，测定芍药苷的峰面积并计算芍药苷含量，分
别考察不同厂家（岛津、绿百草和安捷伦）色谱柱、
不同流速（０． ８、１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ）和不同柱温（２０、２５ 和

３０ ℃）对芍药苷含量测定的影响。
１． ２． ２． １２　 样品含量测定　 取 ３ 批样品，各批次三

份平行样品，按对照品、供试品溶液制备方法制备

好对照品和供试品溶液，精密吸取供试品溶液及对

照品溶液各 ５ μＬ，注入液相色谱仪，按“１． ２． ４． １”中
色谱条件进样、测定、记录峰面积。 计算样品中芍

药苷含量。
２　 结果与分析

２． １　 赤黄止痢颗粒中赤芍的定性鉴别结果

２． １． １　 专属性和重现性　 赤芍的薄层鉴别：由图 １
可知，赤黄止痢颗粒样品色谱在与对照药材色谱相

应的位置上，显相同的蓝紫色斑点。 缺赤芍的阴性

样品色谱在与相同的位置上无相应斑点，斑点清

晰，方法具有专一性。
２． ２． ２　 耐用性考察结果　 赤芍的耐用性结果见图 ２，
在 ３ 个不同厂家的硅胶 Ｇ 薄层板上 ３ 批赤黄止痢

颗粒样品色谱与芍药苷对照品色谱相应的的位置

上，均显示相同的蓝紫色斑点。
２． ３　 赤黄止痢颗粒的含量测定结果

２． ３． １　 精密度试验　 芍药苷峰面积 ６ 次进样结果

分 别 为： ２６３７９９３、 ２６４３９８６、 ２６３５５８９、 ２６４６３０８、
２６５４６９７ 和 ２６６７７７４，ＲＳＤ ＝ ０． ４５％ （ｎ ＝ ６），表明精

密度良好。

·９２·
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１，５：对照品；２：阴性样品；３ ～ ４：样品

１，５：ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ； ２：ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ； ３ ～ ４：ｓａｍｐｌｅ

图 １　 赤芍薄层鉴别专属性和重现性考察结果

Ｆｉｇ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｉｎ － ｌａｙｅｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｄ ｐｅｏｎｙ

１，５：芍药苷对照品；２ ～ ４：赤黄止痢颗粒；３：批样品

１，５： Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ； ２ ～ ４： Ｃｈｉｈｕａｎｇ Ｚｈｉｌｉ Ｇｒａｎｕｌｅｓ；３： ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ２　 赤芍耐用性考察结果

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒｅｄ ｐｅｏｎｙ

２． ３． ２　 专属性试验　 专属性试验结果见图 ３，芍药

苷的保留时间为 ８． ６３８ ｍｉｎ，阴性样品对测定干扰，
结果表明专属性良好。
２． ３． ３　 线性关系试验　 通过线性关系分析得到回

归方 程： １５１１５０５７． ２０００ｘ ＋ １５２３３７． ２６６７， Ｒ２ ＝
０􀆰 ９９９６。 结果表明，芍药苷在 ０． ２５ ～ ２． ０ ｍｇ 范围内

与其色谱峰峰面积呈良好的线性关系，回归曲线见

图 ４。
２． ４． ４　 稳定性试验　 放置 ０、２、８、１２、１８ 和２４ ｈ的
赤黄止痢颗粒中芍药苷峰面积分别为 ２９３３９２０、
３０３１２８７、２８６５６１７、 ２９３４８４９、 ２９８３６８９ 和 ２９５３１６８，
ＲＳＤ 为 １． ９３％ ，表明样品溶液在 ２４ ｈ 内稳定。
２． ３． ５　 重现性试验　 由表 ２ 可知，ＲＳＤ 为 ０． ８１％ ，

表明样品重现性良好。
表 １　 重现性试验结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

编号
Ｎｕｍｂｅｒｉｎｇ

峰面积
Ｐｅａｋ ａｒｅａ

含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％

相对标准偏差
ＲＳＤ ／ ％

１ ３２６５４１５ ０． ５０

２ ３２５３３４３ ０． ５０

３ ３３４５９２９ ０． ５１

４ ３０４１１３１ ０． ４７

５ ３２５１２７８ ０． ５０

６ ３２２７８９３ ０． ５０％

０． ８１

２． ３． ６ 　 回收率试验　 通过测定芍药苷的峰面积，
计算平均回收率，结果见表 ３，芍药苷平均回收率为

·０３·
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Ａ：对照品溶液；Ｂ：阴性对照品溶液；Ｃ：供试品溶液

Ａ： Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ； Ｂ： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ； Ｃ： Ｔｅｓｔ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ３　 专属性试验结果

Ｆｉｇ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ

９９． ７４％ ，ＲＳＤ 为 １． ９５％ （ｎ ＝ ９），表明该方法准确

可信。
２． ３． ７ 　 耐用性试验　 试验结果显示，色谱柱为岛

津和绿百草的分离度小于 １． ５ 且拖尾因子大于

１􀆰 ０５，色谱柱为安捷伦的分离度大于 １． ５ 且拖尾因

子在 ０． ９５ ～ １． ０５ 之间，表明赤黄止痢颗粒中赤芍

含量测定适用于安捷伦色谱柱；不同流速进样测定

试验芍药苷的峰面积，其含量平均值为 ０． ５４％ ，
ＲＳＤ 为 １． ７１％ ，表明流速变化 ± ０． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ 耐用

性良好；不同柱温进样测定芍药苷的峰面积，计算

得芍药苷的含量平均值为 ０． ５２％ ，ＲＳＤ 为 １． ６９％ ，
表明柱温变化 ± ５ ℃的耐用性良好。

·１３·
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图 ４　 芍药苷回归曲线

Ｆｉｇ ４　 Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｃｕｒｖｅ

表 ２　 回收率试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

原有量
Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ａｍｏｕｎｔ ／ ｍｇ

加入量
Ａｄｄ

ａｍｏｕｎｔ ／ ｍｇ

实测量
Ａｃｔｕａｌ

ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ／ ｍｇ

平均回收率
Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ／ ％

相对标
准偏差
ＲＳＤ ／ ％

０． ２ ０． ３７ ０． ５５９４

０． ２ ０． ３７ ０． ５６０３

０． ２ ０． ３７ ０． ５５９４

０． ２ ０． ４７ ０． ６７７９

０． ２ ０． ４７ ０． ６７６３

０． ２ ０． ４７ ０． ６７４６

０． ２ ０． ５６ ０． ７６４８

０． ２ ０． ５６ ０． ７６１９

０． ２ ０． ５６ ０． ７６２１

９９． ７４ １． ９５

２． ３． ８　 样品含量测定　 ３ 批赤黄止痢颗粒样品各

批次三份平行样品的测定结果见表 ４，计算含量平

均值为 ０． ５１％ ，ＲＳＤ 为 ０． ０４１％ 。 参照《中国兽药

典》含量限度的一般要求，并结合赤黄止痢颗粒各

批次含量测定结果，将赤黄止痢颗粒含量限度拟定

为：本品含赤芍以芍药苷（Ｃ２３ Ｈ２８ Ｏ１１ ）计不得少于

０． ４％ 。
３　 讨论与结论

３． １　 有关薄层色谱鉴别方法　 赤黄止痢颗粒应工

艺制备需求在处方中需添加适量辅料，故在薄层色

谱鉴别预试验中供试品溶液的制备考虑使用

中性氧化铝柱［１４］和未使用中性氧化铝柱对其影响，

表 ３　 ３ 批样品芍药苷的含量测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎ ３ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

批号
Ｂａｔｃｈ
ｎｕｍｂｅｒ

芍药苷含量
Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％

芍药苷平均含量
Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ
Ａｖｅｒａｇｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％

相对标
准偏差
ＲＳＤ ／ ％

２００７０１ ０． ５２

２００７０１ ０． ５１

２００７０１ ０． ４８

２００７０２ ０． ５３

２００７０２ ０． ５５

２００７０２ ０． ５２

２００７０３ ０． ４９

２００７０３ ０． ５０

２００７０３ ０． ５２

０． ５１ ０． ０４１

试验结果发现：经中性氧化铝柱前处理的供试品溶

液较未使用中性氧化铝柱的供试品溶液薄层鉴别

斑点颜色较浅，说明使用中性氧化铝柱前处理对芍

药苷的薄层鉴别有少许影响。 因此，芍药苷供试品

溶液不需要经中性氧化铝柱前处理。 参照药典中

赤芍药材的鉴别方法，对其进行专属性、重现性和

耐用性等方面考察，结果表明该 ＴＬＣ 方法稳定、可

行，适用于赤黄止痢颗粒中赤芍药材的鉴别。 同

时，李柯［１５］等对芪芍化纤柔肝汤中赤芍参照药典

方法进行薄层鉴别，结果显示鉴别效果较好。

·２３·
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３． ２　 有关含量测定项检测方法　 赤芍为毛茛科植

物赤芍或川赤芍的干燥根，具有清热凉血，散瘀止

痛的功效［６］。 现代药理学研究发现其主要化学成

分为芍药苷，主要占比约 ３． １％ ～ ７． ０％ ［１６］，本研究

为更好地控制制剂质量，采用 ＨＰＬＣ 法建立赤黄止

痢颗粒中芍药苷的含量测定。
波长的选择：取供试品溶液在紫外分光光度计

中 ２００ ～ ４００ ｎｍ 区间扫面，结果在 ２３０ ｎｍ 处芍药

苷的吸光度最大，故选用 ２３０ ｎｍ 为检测波长。
色谱柱的选择：试验考察了不同色谱柱对芍药

苷色谱峰分离的影响，色谱柱厂家分别为岛津、绿
百草 和 安 捷 伦。 结 果 表 明 色 谱 柱 为 Ａｇｉｌｅｎｔ
（４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，５ｕｍ）时供试品色谱峰的分离

度大于 １． ５ 且拖尾因子在 ０． ９５ ～ １． ０５ 之间，因此

色谱柱选择 Ａｇｉｌｅｎｔ （４． ６ ｍｍ ×２５０ ｍｍ，５ｕｍ）。
流动相的选择：文献［１７ － ２０］ 报道，高效液相色谱

法测定中药芍药苷的流动相系统有乙腈 － ０． １％磷

酸溶液、乙腈 －水、甲醇 － 水、甲醇 － ０． １％ 磷酸溶

液、甲醇 － ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶液等，考察其

分离度和峰形等，试验发现甲醇 － ０． １％ 磷酸溶液

为流动相时峰面积的分离度与峰形较好。
３． ３　 结论　 本试验建立的赤黄止痢颗粒中赤芍的

薄层色谱鉴定方法，分离效果好，专属性强、重复性

高；建立的赤黄止痢颗粒中芍药苷含量测定的

ＨＰＬＣ 分析方法，结果准确、专属性强、精密度高，选
择的流动相降低对仪器系统和色谱柱的损伤，可用

作赤黄止痢颗粒中芍药苷的含量测定。 因赤黄止

痢颗粒为内蒙古华天制药有限公司自主研发的新

中兽药复方制剂，主要用于治疗畜禽痢疾。 检索有

关资料，未发现本制剂相关检测数据，故本试验建

立的赤黄止痢颗粒中赤芍的薄层色谱鉴别方法和

含量测定分析方法，为赤黄止痢颗粒质量标准的制

定提供了方法学依据。
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