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［摘要］　目的：建立小儿肝炎颗粒中 ７种特征成分的高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）含量测定方法。方法：采用
ＡｇｉｌｅｎｔＯＤＳ色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），以乙腈（Ａ）０１％磷酸溶液（Ｂ）为流动相进行梯度洗脱，流速为
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，绿原酸、滨蒿内酯检测波长为３３０ｎｍ，栀子苷、大豆苷、盐酸小檗碱检测波长为２５０ｎｍ，盐酸黄柏
碱、黄芩苷检测波长为２８０ｎｍ，柱温为３０℃，进样量为１０μＬ。结果：绿原酸、滨蒿内酯、大豆苷、栀子苷、盐酸
小檗碱、盐酸黄柏碱、黄芩苷进样量分别在 ４３４２～８６８４８、１３６１～２７２１６、２０８２～４１６４４、４６６６～９３３２８、
６０２５～１２０５０４、１９７１～３９４２０、８２４３～１６４８５６μｇ·ｍＬ－１与峰面积呈良好线性关系（ｒ为０９９９５～０９９９９）；平
均加样回收率分别为１０１２％、９９２％、９９５％、９９８％、９９５％、９９６％、９９６％（ＲＳＤ＜１５％，ｎ＝６）；精密度、
重复性、稳定性（４８ｈ）试验的ＲＳＤ均小于２０％（ｎ＝６）。６批小儿肝炎颗粒中７种成分均有检出，但含量存在差异。
结论：建立的ＨＰＬＣ准确可靠、专属性好，可用于小儿肝炎颗粒中绿原酸等７种活性成分含量的同时测定。
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小儿肝炎颗粒是由茵陈、栀子（姜炙）、黄芩、

黄柏、焦山楂、大豆黄卷、郁金、通草８味中药制
成的中药复方制剂，临床适用于肝胆湿热所致的黄

疸、协痛、恶心呕吐、身体倦懒、皮肤黄染，黄疸

型肝炎或无黄疸型肝炎见上述证候者［１］。方中茵陈

具有清利湿热、利胆退黄等功效，其中含有以绿原
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酸和滨蒿内酯为代表的苯环有机酸类和香豆素类等

活性物质［２］；栀子具有泻火除烦、清热利湿、凉血

解毒的功效，其主要活性成分是以栀子苷为代表的

环烯醚萜苷类化合物［３］；黄芩的有效成分是以黄芩

苷为代表的黄酮类化合物，这类物质具有抗菌、抗

病毒、抗炎等作用［４］；黄柏主要活性成分是以小檗

碱和黄柏碱为代表的生物碱类物质，这类物质具有

清热燥湿、泻火解毒、退虚热之功效［５］；大豆黄卷

中主要含有以大豆苷为代表的黄酮类化合物，这类

物质具有解表祛暑、清热利湿之功效［６］。国家药典

委员会在修订 《中华人民共和国药典》２００５年版时
就提出，需要对尽可能多的活性成分进行定性定量

研究，加强中药质量标准的整体研究，因此，中药

制剂多指标成分的质控是大势所趋［７］。本研究建立

ＨＰＬＣ波长切换法对小儿肝炎颗粒中绿原酸、滨蒿内
酯、大豆苷、栀子苷、盐酸小檗碱、盐酸黄柏碱、

黄芩苷的含量进行同时测定，为小儿肝炎颗粒的整

体质量控制提供参考。

１　材料

１１　仪器

Ｄｉｏｎｅｘ型高效液相色谱仪，包括 Ｐ６８０Ａ型四元
梯度泵、ＴＣＣ１００型柱温箱、Ｃｈｒｏｍｅｌｅｏｎ色谱工作
站、ＰＤＡ１００型二极管阵列检测器（美国 Ｄｉｏｎｅｘ公
司）；ＣＰ２２５Ｄ型电子分析天平（德国赛多利斯公
司）；Ｓ１８０Ｈ型超声清洗器（德国Ｅｌｍａ公司）。

１２　试药

市售６批小儿肝炎颗粒，规格均为 １０ｇ／袋，
分别由太极集团四川南充制药有限公司（批号分

别为２０１８０９１２、２０１８１０１４、２０１８０９２８）和北京同
仁堂科技发展股份有限公司制药厂（批号分别为

２０１８１０２２、２０１８０６１８、２０１８０７２４）生产；对照品绿原
酸（批号：１１０７５３２０１８１７，纯度：９６８％）、滨蒿内
酯（批号：１１１５１１２０１７０４，纯度：９９９％）、栀子苷
（批号：１１０７１５２０１８２１，纯度：９７６％）、黄芩苷
（批号：１１０７１５２０１８２１，纯度：９５４％）、盐酸黄柏
碱（批号：１１８９５２０１５０４，纯度：９４９％）、大豆苷
（批号：１１１７３８２０１６０３，纯度：９３３％）、盐酸小檗
碱（批号：１１０７１３２０１８１４，纯度：８６７％）均购自中
国食品药品检定研究院；甲醇、乙腈均为色谱纯；

其他试剂均为分析纯；实验用水为超纯水。

２　方法与结果

２１　色谱条件

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＥｘｔｅｎｄＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ）０１％磷酸溶液（Ｂ），梯度
洗脱（０～２０ｍｉｎ，１０％～５０％Ａ；２０～４５ｍｉｎ，５０％Ａ；
４５～７０ｍｉｎ，５０％～１０％Ａ）；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；
检测波长：３３０ｎｍ（０～１２ｍｉｎ），２５０ｎｍ（１２～
２０ｍｉｎ），２８０ｎｍ（２０～４５ｍｉｎ），２５０ｎｍ（４５～
７０ｍｉｎ）；柱温：３０℃；进样量：１０μＬ。

２２　溶液的制备

２２１　混合对照品溶液制备　取绿原酸、滨蒿内
酯、栀子苷、黄芩苷、盐酸黄柏碱、大豆苷、盐酸

小檗碱对照品适量，精密称定，加５０％甲醇超声处
理使溶解，配制成绿原酸１０８５６μｇ·ｍＬ－１、滨蒿内
酯３４０２μｇ·ｍＬ－１、栀子苷１１６６６μｇ·ｍＬ－１、黄芩
苷２０６０７μｇ·ｍＬ－１、盐酸黄柏碱４９２８μｇ·ｍＬ－１、
大豆苷５２０６μｇ·ｍＬ－１、盐酸小檗碱１５０６３μｇ·ｍＬ－１

混合对照品储备液，精密量取 ２ｍＬ置 ５０ｍＬ量瓶
中，加５０％甲醇定容至刻度，摇匀，即得。
２２２　供试品溶液制备　样品适量，研细，取约
０５ｇ，精密称定置具塞锥形瓶中，精密加入５０％甲
醇１００ｍＬ，室温下超声处理４０ｍｉｎ后取出，放置室
温，再次精密称定，用 ５０％甲醇补足减失的质量，
摇匀，即得。

２２３　阴性样品溶液制备　按样品的处方比例，制
备分别缺茵陈、栀子（姜炙）、黄芩、黄柏、大豆黄

卷的阴性样品溶液，按２２２项下供试品溶液制备
方法，制备各阴性样品溶液。

２３　系统适用性及专属性试验

分别精密吸取混合对照品溶液、供试品溶液、

各阴性样品溶液１０μＬ，在２１色谱条件下进行测
定，理论塔板数按黄芩苷峰计算不低于 ４０００；各
色谱峰与相邻色谱峰的分离度均大于１５；阴性样
品在各自对应的成分上相应的保留时间几乎无吸收

峰，表明处方中其他成分对测定无干扰。结果见

图１。

２４　线性关系考察

精密吸取２２１项下混合对照品储备液１０ｍＬ，
置５０ｍＬ量瓶中，加５０％甲醇稀释至刻度。精密量
取上述混合对照品溶液０５、１０、３０、５０、７０、
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注：Ａ空白溶剂；Ｂ混合对照品溶液；Ｃ供试品溶液（批号：

２０１８０９１２）；Ｄ缺茵陈样品溶液；Ｅ缺栀子（姜炙）样品溶液；

Ｆ缺黄柏样品溶液；Ｇ缺黄芩样品溶液；Ｈ缺大豆黄卷样品

溶液；１绿原酸；２滨蒿内酯；３栀子苷；４盐酸黄柏碱；

５黄芩苷；６盐酸小檗碱；７大豆苷。

图１　空白溶剂、混合对照品、供试品及缺各味药材的
阴性样品ＨＰＬＣ图

１００ｍＬ，分别置于２５ｍＬ量瓶中，加５０％甲醇稀释
至刻度，在２２项色谱条件下进行测定。以色谱峰
峰面积（Ｙ）对质量浓度（Ｘ）进行线性回归，各成分回
归方程与线性范围见表 １。结果表明，绿原酸、滨
蒿内酯、栀子苷、黄芩苷、盐酸黄柏碱、大豆苷、

盐酸小檗碱在试验范围内线性关系良好。

表１　小儿肝炎颗粒７个有效成分线性关系考察结果
成分 回归方程 ｒ 线性范围／μｇ·ｍＬ－１

绿原酸 Ｙ＝７５９２Ｘ＋１３０１２ ０９９９７ ４３４２～８６８４８
滨蒿内酯 Ｙ＝２８５１Ｘ＋６１８６ ０９９９６ １３６１～２７２１６
大豆苷 Ｙ＝６１４３Ｘ＋１４０２ ０９９９９ ２０８２～４１６４４
栀子苷 Ｙ＝５４７６Ｘ－４１２７ ０９９９５ ４６６６～９３３２８
盐酸小檗碱 Ｙ＝３９０４Ｘ＋１１２０２ ０９９９７ ６０２５～１２０５０４
盐酸黄柏碱 Ｙ＝１５６２Ｘ－１４１６ ０９９９８ １９７１～３９４２０
黄芩苷 Ｙ＝６９９５Ｘ＋１９５４５ ０９９９８ ８２４３～１６４８５６

２５　精密度试验
取混合对照品溶液，在２１项色谱条件下连续进

样６次，计算各成分峰面积的 ＲＳＤ。结果，绿原酸、
滨蒿内酯、栀子苷、黄芩苷、盐酸黄柏碱、大豆苷、

盐酸小檗碱峰面积的ＲＳＤ分别１２％、０８％、１１％、
０６％、０９％、１３％、１５％，表明仪器精密度良好。
２６　稳定性试验

取供试品溶液（批号：２０１８０９１２），室温放置，
按２１项下色谱条件分别于０、４、８、１２、２４、４８ｈ
进样分析，计算各成分峰面积的 ＲＳＤ。结果，绿原
酸、滨蒿内酯、栀子苷、黄芩苷、盐酸黄柏碱、大

豆苷、盐酸小檗碱峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０９％、
１４％、１１％、０７％、１０％、１７％、０８％，表
明供试品溶液４８ｈ内稳定性良好。
２７　重复性试验

取供试品（批号：２０１８０９１２），按供试品制备方
法平行制备６份溶液，按２１项下色谱条件进行测
定，计算各成分的含量。结果，绿原酸、滨蒿内酯、

栀子苷、黄芩苷、盐酸黄柏碱、大豆苷、盐酸小檗

碱的平均质量分数分别为８８３０１、２６４８６、９４３９５、
１６１６１０、３７７２４、４０２１４、１１６１８３ｍｇ·ｇ－１，
ＲＳＤ分别１６％、０７％、１３％、０９％、１４％、０８％、
１５％，表明本方法重复性良好。
２８　加样回收率试验

取６份 ２７项下已知含量的供试品（批号：
２０１８０９１２）约０２５ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，
分别精密加入对照品混合储备液２ｍＬ，按供试溶液
制备方法制备，在２１项色谱条件下进行测定。结
果见表２。该方法回收率良好。
２９　样品测定

精密吸取２２项下对照品混合溶液和供试品溶
液各１０μＬ，按２１项下色谱条件进行测定，记录绿
原酸、滨蒿内酯、栀子苷、黄芩苷、盐酸黄柏碱、

大豆苷、盐酸小檗碱的峰面积并计算，结果见表３。
·４４５·
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表２　小儿肝炎颗粒７个有效成分加样回收率试验结果（ｎ＝６）
成分 称样量／ｇ 样品中含量／ｍｇ 对照品加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

绿原酸 ０２４９８ ２２０５８ ２１７１２ ４４１６６ １０１８３

０２５１２ ２２１８１ ２１７１２ ４４０５３ １００７４

０２５２４ ２２２８７ ２１７１２ ４４１１２ １００５２

０２４８５ ２１９４３ ２１７１２ ４４１５３ １０２２９

０２５０８ ２２１４６ ２１７１２ ４４１３７ １０１２９

０２５１４ ２２１９９ ２１７１２ ４４０８６ １００８１

１０１２ ０７

滨蒿内酯 ０２４９８ ０６６１６ ０６８０４ １３３２４ ９８５９

０２５１２ ０６６５３ ０６８０４ １３３８５ ９８９４

０２５２４ ０６６８５ ０６８０４ １３４７５ ９９７９

０２４８５ ０６５８２ ０６８０４ １３４４６ １００８９

０２５０８ ０６６４３ ０６８０４ １３３６７ ９８８３

０２５１４ ０６６５９ ０６８０４ １３３２４ ９７９６

９９２ １０

大豆苷 ０２４９８ １００４５ １０４１１ ２０２１４ ９７６７

０２５１２ １０１０２ １０４１１ ２０５６２ １００４７

０２５２４ １０１５０ １０４１１ ２０４７４ ９９１６

０２４８５ ０９９９３ １０４１１ ２０５２１ １０１１２

０２５０８ １００８６ １０４１１ ２０３３６ ９８４６

０２５１４ １０１１０ １０４１１ ２０５１８ ９９９７

９９５ １３

栀子苷 ０２４９８ ２３５８０ ２３３３２ ４７１２４ １００９１

０２５１２ ２３７１２ ２３３３２ ４６８５２ ９９１８

０２５２４ ２３８２５ ２３３３２ ４６７５５ ９８２８

０２４８５ ２３４５７ ２３３３２ ４７０６３ １０１１７

０２５０８ ２３６７４ ２３３３２ ４６９４７ ９９７５

０２５１４ ２３７３１ ２３３３２ ４６９２２ ９９４０

９９８ １１

盐酸小檗碱 ０２４９８ ２９０２３ ３０１２６ ５９２１１ １００２１

０２５１２ ２９１８５ ３０１２６ ５８７４３ ９８１１

０２５２４ ２９３２５ ３０１２６ ５９３３８ ９９６３

０２４８５ ２８８７１ ３０１２６ ５９０１４ １０００５

０２５０８ ２９１３９ ３０１２６ ５９２２７ ９９８７

０２５１４ ２９２０８ ３０１２６ ５９１５５ ９９４０

９９５ ０８

盐酸黄柏碱 ０２４９８ ０９４２３ ０９８５５ １９２１１ ９９３２

０２５１２ ０９４７６ ０９８５５ １９１４５ ９８１１

０２５２４ ０９５２２ ０９８５５ １９３４０ ９９６３

０２４８５ ０９３７４ ０９８５５ １９３３８ １０１１０

０２５０８ ０９４６１ ０９８５５ １９３０４ ９９８８

０２５１４ ０９４８４ ０９８５５ １９２８２ ９９４２

９９６ １０

黄芩苷 ０２４９８ ４０３７０ ４１２１４ ８２１１４ １０１２９

０２５１２ ４０５９６ ４１２１４ ８１４４５ ９９１１

０２５２４ ４０７９０ ４１２１４ ８１７３６ ９９３５

０２４８５ ４０１６０ ４１２１４ ８０９５７ ９８９９

０２５０８ ４０５３２ ４１２１４ ８１２２６ ９８７４

０２５１４ ４０６２９ ４１２１４ ８２００７ １００４０

９９６ １０
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表３　小儿肝炎颗粒７个有效成分含量测定结果（ｎ＝３）
ｍｇ·ｇ－１

批号

质量分数

绿原酸 滨蒿内酯 大豆苷 栀子苷 盐酸小檗碱 盐酸黄柏碱 黄芩苷

２０１８０９１２ ８８３０１ ２６４８６ ４０２１４ ９４３９５ １１６１８３ ３７７２４ １６１６１０

２０１８１０１４ ５５４２６ ３０４１２ ３６５８３ ７８５６３ １０１４５２ ４１５２３ １４５６８４

２０１８０９２８ ６４５１２ ４５６２３ ５０２４５ ６１２６５ ８８５６４ ４３６５６ １６８２４５

２０１８１０２２ ２２５６１ ６０４１５ ３４５６４ ３５６７８ ７８４５６ ５１０２１ １３５６４７

２０１８０６１８ ５４１５４ １６５７７ ４１２３４ ５８５６２ ８４１２２ ２１４１７ １５４５６６

２０１８０７２４ ３０４１２ １０２１２ ３５４６１ ４１５４６ ６９４５２ ３０１４５ １４５２６４

３　讨论

３１　提取条件的考察

试验考察了不同提取溶剂对色谱峰的影响

［５０％甲醇、７０％甲醇、甲醇、乙腈０１％磷酸溶液
（５０∶５０）、７０％乙醇］，发现用７０％甲醇和甲醇作为
提取溶剂时，杂质峰较多，分离效果不理想；用乙

腈０１％磷酸溶液（５０∶５０）作为提取溶剂时，大豆苷
未检出，且栀子苷提取效率较低；用７０％乙醇作为
提取溶剂时，盐酸小檗碱和盐酸黄柏碱峰形欠佳，

其量偏低。经对比，用５０％甲醇时，各成分含量均
较高，峰形较好，故采用５０％甲醇作为提取溶剂。
笔者同时考察了超声处理和加热回流 ２种提取方
法，发现２种提取方式在相同时间内对７种成分的
提取效率影响不大。本着实验简便、高效的原则，

笔者采用超声（功率：２５０Ｗ，频率：３３ｋＨｚ）处理
样品。另笔者分别考察了超声处理 ２０、３０、４０、
６０ｍｉｎ时７种成分的提取率，发现随着超声时间的
延长，７种成分的提取率呈逐增趋势，超声时间达
到４０ｍｉｎ以后，各组分提取率增加不明显，且杂
质峰增多。因此，实验最终采用５０％甲醇超声（功
率：２５０Ｗ，频率：３３ｋＨｚ）４０ｍｉｎ对样品进行
处理。

３２　色谱条件的优化

３２１　流动相的选择　笔者参考相关文献［８１１］，分

别以乙腈００２ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铵溶液、乙腈０１％磷
酸溶液、乙腈水、０２％磷酸溶液甲醇共４种流动
相进样分析。结果，乙腈０１％磷酸溶液作为流动

相进行梯度洗脱时，７种成分色谱峰与相邻杂质峰
分离效果最佳，基线稳定，峰形尖锐。

３２２　检测波长的选择　笔者参考 《中华人民共和

国药典》２０１５年版及相关文献［１２１５］，最终实验采用

波长切换法，绿原酸、滨蒿内酯检测波长为３３０ｎｍ，
栀子苷、大豆苷、盐酸小檗碱检测波长为 ２５０ｎｍ，
盐酸黄柏碱、黄芩苷检测波长为２８０ｎｍ，在减少波
长频繁切换的同时保证了７种活性成分均能在较佳
吸收波长处检测。

３３　结论

笔者通过对２个厂家６批样品的测定，发现各
批次中７种成分虽均有检出，但不同批次样品中各
成分含量存在一定差异，尤其是绿原酸和滨蒿内酯

含量差异较大。笔者分析可能是不同批次、不同厂

家在生产时投入的茵陈质量不同造成，茵陈根据采

收季节和采摘部位分为 “绵茵陈”和 “花茵陈”，

而两者中绿原酸和滨蒿内酯含量差异较大。综上所

述，本研究建立的 ＨＰＬＣ波长切换法在同一色谱条
件下可同时测定绿原酸、滨蒿内酯、栀子苷、黄芩

苷、盐酸黄柏碱、大豆苷、盐酸小檗碱的含量，且

方法重复性好，弥补了现行标准以单一指标黄芩苷

进行质控的缺陷，为有效控制小儿肝炎颗粒质量提

供参考。
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串联质谱（ＬＣＭＳ）等技术进行指认，可对差异性成
分建立相应的定量测定方法，分别完善生品与炮制

品的质量控制标准。
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