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［摘　 要］ 　 为了测定翻黄合剂中芍药苷和盐酸小檗碱的含量。 采用中性氧化铝柱对供试品溶液进

行处理，使目标峰不被杂质峰干扰。 采用 ＹＭＣ － Ｐａｃｋ Ｐｒｏ Ｃ１８ 色谱柱（２５０ ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍ），流动相

为乙腈 － ０． １５％磷酸溶液（梯度洗脱），流速为 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为 ２６ ℃，检测波长为 ２４５ ｎｍ，建立

了高效液相色谱测定方法。 芍药苷和盐酸小檗碱的进样量分别在 ０． ３０７ ～ ４． ９２０ μｇ（ｒ ＝ ０． ９９９６）和
０􀆰 ０６４ ～ １． ０２５ μｇ（ｒ ＝ ０． ９９９８）范围内与峰面积呈良好的线性关系，平均回收率分别为 ９１． １０％ （ＲＳＤ
＝１． ７５％ ，ｎ ＝ ６）和 ９２． ０６％ （ＲＳＤ ＝ １． ６９％ ，ｎ ＝ ６）。 该方法简单、可靠，可以同时检测翻黄合剂中芍

药苷和盐酸小檗碱的含量，为翻黄合剂的质量控制提供了依据。
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　 　 现代中兽医从辨证论治角度分析鸡大肠杆菌

病属疫毒内侵、肺胃热盛、血瘀气滞，应以清热解

毒、活血行气为主［１］。 翻黄合剂是由翻白草、千里

光、大黄、黄连、赤芍等药材组成，临床用于鸡大肠

杆菌病，具有清热解毒、活血化瘀、燥湿止痢的功

效。 其质量标准研究只针对盐酸小檗碱进行含量

测定，未对赤芍中主要成分芍药苷进行检测，故本

文参照有关文献［２ － ５］，采用高效液相色谱法同时测

定翻黄合剂中芍药苷和盐酸小檗碱的含量，为翻黄

合剂的质量控制提供科学的依据。
１　 材　 料

Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ Ⅱ 高 效 液 相 色 谱 仪；
ＥＸ１２５ＤＺＨ 型电子天平（奥豪斯仪器（上海）有限公

司）；ＵＰＴ － Ｃ － ５ 型超纯水机（邦西科技（上海）有
限公司）；ＲＥ － ２０００Ｂ 型旋转蒸发器（上海亚荣生

化仪器厂）；ＫＱ３２００Ｂ 型超声波清洗器（昆山市超

声仪器有限公司）。
翻黄合剂为安徽牧春堂天然药物研究开发有

限公司制备（批号：２０１９０３１９）。 芍药苷对照品（批
号：１１０７３６ － ２０１７４１），盐酸小檗碱对照品（批号：
１１０７１３ － ２０１６１３），以上均购自中国食品药品检定

研究院。 乙腈为色谱纯，磷酸为优级纯，中性氧化

铝（２００ － ３００ 目），盐酸、甲醇为分析纯。
２　 方法与结果

２． １　 溶液的配制

２． １． １　 对照品溶液的制备　 分别取在五氧化二磷

减压干燥器中干燥 ３６ ｈ 的芍药苷和盐酸小檗碱对

照品适量，精密称定，加甲醇制成芍药苷浓度为

９９􀆰 ７６ μｇ ／ ｍＬ、盐酸小檗碱浓度为 ２３． ８５ μｇ ／ ｍＬ 的

混合对照品溶液，摇匀，滤过，即得。
２． １． ２　 供试品溶液的制备 　 精密量取翻黄合剂

１０ ｍＬ，置具塞锥形瓶中，加盐酸 ０． １ ｍＬ，８５ ℃水浴

３０ ｍｉｎ，超声处理 （功率 １５０ Ｗ，频率 ４０ ＫＨｚ）
２０ ｍｉｎ，加于中性氧化铝柱（２００ ～ ３００ 目，５ ｇ，内径

为 １ ｃｍ）上，用甲醇 １００ ｍＬ 洗脱，收集洗脱液，蒸
干，残渣加甲醇 ５０ ｍＬ 使溶解，转移置 ５０ ｍＬ 量瓶

中，加甲醇定容至刻度，摇匀，滤过，即得。
２． １． ３　 未过柱纯化供试品溶液的制备　 精密量取

翻黄合剂 １０ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加盐酸 ０． １ ｍＬ，
８５ ℃水浴 ３０ ｍｉｎ，加甲醇 ３０ ｍＬ，超声处理（功率

１５０ Ｗ，频率 ４０ ＫＨｚ）２０ ｍｉｎ，放冷，加甲醇定容至刻

度，滤过，精密量取续滤液 １０ ｍＬ，蒸干，残渣加甲醇

１０ ｍＬ 使溶解，转移置 １０ ｍＬ 量瓶中，加甲醇定容

至刻度，摇匀，滤过，即得。
２． １． ４　 阴性对照溶液的制备　 按处方组成与制剂

工艺，制备缺赤芍和黄连的阴性样品，按“２． １． ２”项
下供试品溶液制备方法制得阴性对照溶液。
２． ２　 色谱条件　 ＹＭＣ － Ｐａｃｋ Ｐｒｏ Ｃ１８ （２５０ ｍｍ ×
４． ６ ｍｍ）；流动相 Ａ 为乙腈，Ｂ 为 ０． １５％磷酸溶液，
梯度洗脱程序见表 １；流速为 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温为

２６ ℃；检测波长为 ２４５ ｎｍ。

表 １　 梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｅｄ ｐｒｏｇｒａｍ
ｔ ／ ｍｉｎ Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％

０ １５ ８５

１５ １５ ８５

１８ ３０ ７０

３０ ３０ ７０

３３ １５ ８５

３５ １５ ８５

２． ３　 供试品溶液制备工艺与系统适用性试验　 按

上述色谱条件，分别取对照品溶液、供试品溶液、未
过柱纯化供试品溶液和阴性对照溶液各 １０ μＬ 进

样，记录色谱图。 理论板数按芍药苷和盐酸小檗碱

峰计算不低于 ４０００，芍药苷保留时间为 １３． ８２８ ｍｉｎ，
盐酸小檗碱保留时间为 ２８． ６２３ ｍｉｎ，峰型对称，无
杂质干扰且基线平稳，阴性无干扰。 见图 １。
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（Ａ： Ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ； Ｂ： Ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ； Ｃ： Ｎｏ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｔｅｓｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｙ ｃｏｌｕｍｎ； Ｄ： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ）

图 １　 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
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２． ４　 线性关系考察　 分别取在五氧化二磷减压干

燥器中干燥 ３６ ｈ 的芍药苷和盐酸小檗碱对照品适

量，精密称定，加甲醇制成芍药苷浓度为 ４９１􀆰 ９６
μｇ ／ ｍＬ、盐酸小檗碱浓度为 １０２． ５０ μｇ ／ ｍＬ 的母液。
加甲醇将母液进行倍比稀释，分别稀释成芍药苷浓

度为 ４９１． ９６、２４５． ９８、１２２． ９９、６１． ４９、３０． ７５ μｇ ／ ｍＬ
和盐酸小檗碱浓度为 １０２． ５０、５１． ２５、２５． ６３、１２． ８１、
６． ４１ μｇ ／ ｍＬ 的对照品溶液。 各进样 ２ 次，进样体

积 １０ μＬ，按上述色谱条件测定。 以芍药苷和盐酸

小檗碱峰面积为纵坐标（Ｙ），以对照品进样量为横

坐标（Ｘ），绘制标准曲线。 见表 ２。

表 ２　 线性关系

Ｔａｂ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

成分 线性范围 ／ μｇ 线性方程 ｒ

芍药苷 ０． ３０７ ～ ４． ９２０ Ｙ ＝ ４． ６９８５Ｘ ＋ ２０． ６７４ ０． ９９９６

盐酸小檗碱 ０． ０６４ ～ １． ０２５ Ｙ ＝ ２０． ５７７Ｘ － ３４． ６６ ０． ９９９８

２． ５　 精密度试验　 精密吸取芍药苷和盐酸小檗碱

混合对照品溶液 １０ μＬ，重复进样 ６ 次，按上述色谱

条件测定，结果芍药苷和盐酸小檗碱峰面积的 ＲＳＤ
分别为 １． １４％ 和 ０． ７６％ （ｎ ＝ ６），表明仪器精密度

良好。
２． ６　 稳定性试验 　 取同一供试品溶液，按上述色

谱条件测定，分别于 ０、２、４、６、８ ｈ 后进样，进样量为

１０ μＬ，测定峰面积。 结果芍药苷和盐酸小檗碱峰

面积的 ＲＳＤ 分别为 １． ３２％和 ０． ５７％ （ｎ ＝ ５），表明

供试品溶液在 ８ ｈ 内稳定。
２． ７　 重复性实验　 取同一批的翻黄合剂（批号为

２０１９０３１９），按 ２． １． ２ 所述方法平行制备 ６ 份供试

品溶液，进样测定含量。 结果芍药苷和盐酸小檗碱

含量的 ＲＳＤ 分别为 ０． ９０％和 ０． ６４％ （ｎ ＝ ６），表明

方法重复性良好。
２． ８　 加样回收率试验 　 取已知含量的翻黄合剂

６ 份，精密吸取 １０ ｍＬ，分别加入芍药苷 ６． ２０ ｍｇ 和

盐酸小檗碱 １． ９０ ｍｇ，加热至完全溶解，按 ２． １． ２ 所

述方法制备供试品溶液，进样测定含量，计算回收

率。 见表 ３。

表 ３　 加样回收率试验结果（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｏｓｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ（ｎ ＝６）

名称 样品中含量 ／ ｍｇ 加入对照品量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

６． ２３ ６． ２３ １１． ８５６ ９０． ３０

６． ２３ ６． ２８ １２． ００９ ９２． ０２

芍药苷
６． ２３ ６． １９ １１． ９３４ ９２． １５ ９１． １０ １． ７５
６． ２３ ６． ２１ １１． ９４７ ９２． ０６

６． ２３ ６． ２７ １１． ７５８ ８８． １７

６． ２３ ６． ２５ １１． ９７５ ９１． ９２

１． ９２ １． ９３ ３． ７２４ ９３． ４７

１． ９２ １． ８９ ３． ６５７ ９１． ９０

盐酸小檗碱
１． ９２ １． ９５ ３． ６７３ ８９． ９０ ９２． ０６ １． ６９
１． ９２ １． ９１ ３． ６８６ ９２． ４６

１． ９２ １． ９３ ３． ６７１ ９０． ７３

１． ９２ １． ８９ ３． ６９５ ９３． ９１

２． ９　 样品含量测定　 取三批样品，按 ２． １． ２ 项下

方法制备供试品溶液，依法测定，计算样品中芍药

苷和盐酸小檗碱的含量。 见表 ４。

·８２·
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表 ４　 ３ 批样品中含量测定结果

Ｔａｂ ４　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｂａｔｃｈ ｓａｍｐｌｅ
批号 芍药苷含量 ／ （ｍｇ·ｍＬ －１） 盐酸小檗碱含量 ／ （ｍｇ·ｍＬ －１）

２０１９０３１９ ０． ６２３ ０． １９２

２０１９０３２９ ０． ６０４ ０． １８７

２０１９０４１１ ０． ６１１ ０． １８９

３　 讨论与结论

翻黄合剂是由翻白草、千里光、大黄、黄连、赤
芍等药材提取精制制成的中药合剂，具有抗菌、抗
炎、活血、祛瘀等功效。 为了保证药物临床有效性，
采用 ＨＰＬＣ 同时控制翻黄合剂中芍药苷和盐酸小

檗碱的含量。 翻黄合剂为复方制剂，含有多种化合

物，在制备供试品溶液时，直接采用甲醇做溶剂对

样品进行稀释，得到的供试品溶液杂质成分多，目
标峰基线偏高，杂质峰有干扰，无法测定样品中芍

药苷和盐酸小檗碱的含量。 采用中性氧化铝柱对

供试品溶液进行处理，可以除去部分杂质，使目标

峰分离度好，无杂质峰干扰。
为了同时测定翻黄合剂中芍药苷和盐酸小檗

碱的含量，对多种流动相进行了选择，选择甲醇 －
０． １％磷酸溶液、乙腈 －水的不同比例，所得目标峰

峰型、分离度均不理想，最后选择乙腈 － ０． １５％ 磷

酸溶液作为流动相进行梯度洗脱，经不断调整梯度

洗脱比例，所得目标峰出峰时间、峰型、分离度均

较好。
综上所述，该方法简单、可靠，可以同时检测翻

黄合剂中芍药苷和盐酸小檗碱的含量，为翻黄合剂

的质量控制提供了依据。
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