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［摘　 要］ 　 为了比较黄芩苷锌含量测定的不同方法，建立更加简单、快速的含量测定方法，分别采

用高效液相色谱法法和原子吸收光谱法对黄芩苷锌原料药的含量测定进行研究。 结果表明，ＨＰＬＣ
测定黄芩苷锌线性范围为 １０． ０ ～ ２００． ０ μｇ ／ ｍＬ，相关系数 ｒ ＝ ０． ９９９９，精密度（ＲＳＤ ＝ ０． ０８％ ）良好；
原子吸收光谱法线性范围为 ０ ～ ２． ０ μｇ ／ ｍＬ，相关系数 ｒ ＝ ０． ９９８３，精密度（ＲＳＤ ＝ ０． １３％ ）良好，但前

处理过程过于复杂，耗时太长。 因此更推荐 ＨＰＬＣ 法。
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ｃｏｍｐｌｅｘ ｗａｓ １０． ０ ～ ２００． ０ μｇ ／ ｍＬ （ ｒ ＝ ０． ９９９９）， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ （ＲＳＤ ＝ ０． ０８％ ） ｗａｓ ｇｏｏｄ ｂｙ ＨＰＬＣ． Ｔｈｅ
ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ｏｆ ａｔｏｍｉｃ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ０ ～ ２． ０ μｇ ／ ｍＬ （ ｒ ＝ ０． ９９８３）， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ （ＲＳＤ ＝
０ １３％ ） ｗａｓ ｇｏｏｄ， ｂｕｔ ｔｈｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｗａｓ ｔｏｏ ｃｏｍｐｌｅｘ ａｎｄ ｔｉｍｅ － ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ． Ｔｈｅ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ
ｓｉｍｐｌｅｒ， ｆａｓｔｅｒ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅｒ， ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ － ｚｉｎｃ ｃｏｍｐｌｅｘ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｂａｉｃａｌｉｎ － ｚｉｎｃ ｃｏｍｐｌｅｘ； ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ； ＨＰＬＣ； ａｔｏｍｉｃ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ

　 　 仔猪腹泻是困扰养殖业的一大难题［１］，黄芩苷

能够抑制炎性渗出、降低致炎细胞因子的释放从而

治疗仔猪腹泻［２］。 黄芩苷预防治疗仔猪腹泻的效果

已经得到广泛的证实，也在临床上大量投入使用［３］。
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有研究发现，黄芩苷与金属离子形成的络合物其药

理活性优于黄芩苷［４］。 锌元素是动物生长和发育必

不可少的微量元素，前期研究发现，黄芩苷和锌离子

的配合物比黄芩苷具有更好的活性和药理作

用［５ － ６］，黄芩苷锌在减轻氧化应、免疫调节和抗病毒

方面的活性均优于黄芩苷［７ － ８］。 武汉轻工大学兽用

新药的创制与评价科技创新团队前期成功制备了黄

芩苷锌，发现其在体外具有较强的抑菌功能，急性经

口毒性试验评价为无毒级，口服给药后仔猪体内无

残留，可作为一种安全的，有效的兽药应用于仔猪肠

道疾病的防治，该发现已申请专利并授权 ［９ － １０］。

现有文献报道的黄芩苷锌含量测定方法有

ＥＤＴＡ 滴定法［１１］，但此方法存在缺点：黄芩苷锌的

固有颜色是砖红色，会干扰滴定终点的颜色判断，
此外黄芩苷锌的溶解度很小，会影响滴定的准确

性。 课题组前期研究发现一定前处理条件下，黄芩

苷锌可分解成黄芩苷和锌离子，考虑通过测定锌或

者黄芩苷的含量后换算成黄芩苷锌的量。 其中《中
华人民共和国兽药典（２０２０ 版）》中药材黄芩中黄芩

苷的含量测定方法为高效液相色谱法（ＨＰＬＣ），目前

Ｚｎ２ ＋ 检测方法主要为原子吸收光谱法、分光光度法、
离子色谱法等，其中精密度最高的是原子吸收光谱

法［１２］。 上述方法所用试剂及反应原理各有不同，因
此本研究参考相关文献，采用 ＨＰＬＣ 和原子吸收光

谱法测定黄芩苷锌的含量，并比较测定结果。
１　 材料与方法

１． １　 主要仪器和实验材料　
高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ － ２４８９，美国 Ｗａｔｅｒｓ

公司）；紫外吸收检测器（Ｗａｔｅｒｓ － ２４８７，美国 Ｗａ⁃
ｔｅｒｓ 公司）；自动进样器（Ｗａｔｅｒｓ － ２７０７，美国 Ｗａｔｅｒｓ
公司）；高压泵（Ｗａｔｅｒｓ － １５１２，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；
原子吸收光谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ ２０４ＤＵＯ，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公
司）；酸度 ｐＨ 计（Ｅ － ３０１ － Ｄ，上海仪电科学仪器股

份有限公司）；精密分析天平（ＢＳ － １１０Ｓ，北京塞多

利斯仪器系统有限公司）；纯水仪（Ｍｉｌｌｐｏｒｅ，德国

Ｍｅｒｃｋ － Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；ＷａｔｅｒｓＸ － Ｂｒｉｄｇｅ Ｃ１８ 色谱

柱（１５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）（Ｗａｔｅｒｓ，美国 Ｗａｔｅｒｓ
公司）；迪马 Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８ 色谱柱（１５０ × ４． ６ ｍｍ，

５ μｍ）（北京迪科马科技有限公司）；依利特 Ｈｙｐｅｒ⁃
ｓｉｌ ＯＤＳ 色谱柱（１５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）（大连依

利特分析仪器有限公司）；原子吸收分光光度计

（ＡＡＳ － ６０００，江苏天瑞仪器股份有限公司）。 黄芩

苷对照品（９６ １ ％ ，批号：Ｚ０２７１９１０）购自中国兽医

药品监察所；无水乙醇、甲醇、乙腈（均为色谱纯）均
购自国药集团化学试剂有限公司；二甲基亚砜（分
析级）购自国药集团化学试剂有限公司；磷酸（分析

级）购自天津市凯通化学试剂有限公司；盐酸、硝酸

均购自中国药集团化学试剂有限公司；锌标准溶液

（１０００ μｇ ／ ｍＬ）购自中国计量科学研究院。
１． ２　 高效液相色谱法

１． ２． １　 色谱条件　 采用 Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８（１５０ ｍｍ ×
４． ６ ｍｍ，５ μｍ）色谱柱，流动相为乙腈 － ０． ０５ ％ 磷

酸水溶液 （３０ ∶ ７０）；流速 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长

２７８ ｎｍ；进样量 ２０ μＬ；柱温：３０ ℃。
１． ２． ２ 　 溶液的配制　 对照品溶液配制：精确称取

干燥的黄芩苷对照品约 ２０ ｍｇ 于 １００ ｍＬ 容量瓶

中，加流动相适量，超声 ３０ ｍｉｎ 待完全溶解后，冷却

定容至刻度，得到浓度约为 ２００ μｇ ／ ｍＬ 的对照品储

备溶液。 同法制备供试品溶液。
１． ３　 原子吸收光谱法

１． ３． １　 测定方法　 锌元素仪器测定条件见表 １。
表 １　 仪器工作条件

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｚｎ ｅｌｅｍｅｎｔ

元素
波长
（ｎｍ）

狭缝宽度
（ｎｍ）

灯电流
（ｍＡ）

乙炔流量
（Ｌ ／ ｍｉｎ）

空气流量
（Ｌ ／ ｍｉｎ）

Ｚｎ ２１３． ９ ０． ２ ３． ０ １． ２ ６． ０

　 　 按表 ２ 所列仪器工作条件，用原子吸收法测定

样品溶液中 Ｚｎ 的含量，测定时需将供试品液稀释

２００ 倍后再测定。
锌离子含量计算：

锌离子含量计算公式：Ｚｎ％ ＝
ｍ１ × ５０ × １０ － ６

ｍ０

其中 ｍ１为原子吸收法测得的锌离子含量（单
位：μｇ ／ ｍＬ），ｍ０为检测所用的样品重量（单位：ｇ）。
１． ３． ２　 溶液的配制　 对照品溶液的配制：取 １０００
μｇ ／ ｍＬ 的锌标准溶液用 １％ 的稀硝酸稀释成

·７６·
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１０ μｇ ／ ｍＬ的标准储备液，置于 ４ ℃保存，备用。
供试品溶液的配制：准确称取 ０． １ ｇ 样品于洁

净的坩埚中，炭化 １ ｈ 待无烟冒出后，置马弗炉内

５５０ ℃灰化 ４ ｈ。 冷却置室温后，加入 ５ ｍＬ（６ ｍｏｌ ／ Ｌ）
的盐酸润湿，再滴加 ５ 滴浓硝酸，在电热炉上加热

至微沸约 １ ｍｉｎ，过滤后转移到 ５０ ｍＬ 容量瓶中，然
后用 １％稀硝酸定容，摇匀，备用。
２　 结果与分析　
２． １　 高效液相色谱法

２． １． １　 专属性试验　 取 １． ２． ２ 项下制备的对照品溶

液和供试品溶液各 ２０ μＬ，注入高效液相色谱仪，记录

色谱图。 图 １ －３ 表明，供试品和对照品在该色谱条件

下出峰时间吻合，峰型良好，说明该方法专属性良好。

图 １　 空白溶液色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ２　 黄芩苷对照品溶液色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ３　 供试品溶液色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２． １． ２　 线性及范围　 精密量取 １． ２． ２ 项下的对照

品储备溶液适量，加流动相稀释成浓度为 １０、２０、
５０、１００ 和 ２００ μｇ ／ ｍＬ 的溶液，分别取 ２０ μＬ 注入高

效液相色谱仪进行测定。 以黄芩苷浓度为横坐标

（Ｘ），色谱峰面积为纵坐标（Ｙ）进行回归分析（图
４）， 得到回归方程为 ｙ ＝ ７６９５４ｘ － ２４５８９， ｒ ＝
０ ９９９９，说明黄芩苷在 １０． ０ ～ ２００． ０ μｇ ／ ｍＬ 范围内

线性关系良好。

图 ４　 标准曲线

Ｆｉｇ ４　 Ｂａｉｃａｌｉｎ ｌｉｎｅａｒ ｄｉａｇｒａｍ

２． １． ３　 精密度试验　 精密量取 １． ２． ２ 项下的对照

品储备溶液适量，加流动相稀释成浓度为 ５０ μｇ ／ ｍＬ
的溶液，按“含量测定 １． ２． １”项下色谱条件测定。
连续进样 ６ 次，记录色谱图，色谱峰面积 ＲＳＤ
（ｎ ＝ ６）为 ０． ０８％ ，说明仪器精密度良好。
２． １． ４　 重复性试验　 取同一批黄芩苷锌原料药（批
号 １＃），按 １． ２． ２ 项下的方法制备供试品溶液共 ６ 份，
进行平行测定，结果 ６ 次测定的平均含量为 ９９． ３４％，
ＲＳＤ（ｎ ＝６）为 ０． ９７ ％，说明该方法重复性良好。
２． １． ５　 稳定性试验　 取同一供试品溶液，在室温下

放置 ０、２、４、８、１２、２４ ｈ 后进样，记录色谱峰面积，ＲＳＤ
（ｎ ＝６）为 ０． ９４％，说明供试品溶液在 ２４ ｈ 内稳定。
２． １． ６ 　 准确度试验 　 将供试品 （批号 １＃，含量

９９ ５８％ ）称样量减半，共称取 ６ 份，分别加入相当

于供试品 １００％ 的黄芩苷对照品，配制成供试品溶

液。 按 １． ２． １ 的条件进行测定，计算加样回收率，
结果 ６ 份 供 试 品 加 样 回 收 率 为 １０１． ４７％ ～
１０２ ２８％ ，平均加样回收率为 １０１． ８３％ ，ＲＳＤ（ｎ ＝
６）为 ０． ３３％ 。 见表 ２。

·８６·
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表 ２　 ＨＰＬＣ 法加样回收率测定结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨＰＬＣ ｄｏｓｉｎｇ ｒｅｃｏｖｅｒｙ
编号 取样量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％ ） 平均回收率（％ ） ＲＳＤ（％ ）

１ １９． ９８ １９． ９０ ２０． ３５ １０２． ２８
２ ２０． ０６ １９． ９８ ２０． ２７ １０１． ４７
３ ２０． ０８ ２０． ００ ２０． ３０ １０１． ４７
４ ２０． ０８ ２０． ００ ２０． ３７ １０１． ８７
５ ２０． ０５ １９． ９７ ２０． ３３ １０１． ７９
６ ２０． ０４ １９． ９６ ２０． ３８ １０２． １２

１０１． ８３ ０． ３３

２． １． ７　 方法耐用性考察　 采用同一批黄芩苷锌原料

药（批号１＃），按１． ２． １ 项下方法制备供试品溶液，分别

使用 Ｘ － Ｂｒｉｄｇｅ Ｃ１８（１５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）、Ｄｉａ⁃
ｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８（１５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５ μｍ）和 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＯＤＳ
（１５０ ｍｍ ×４．６ ｍｍ，５ μｍ）测定，观察色谱如图 ５ －７，三
种色谱柱主峰拖尾因子均 ＜２，说明该方法耐用性良好。

图 ５　 Ｘ － Ｂｒｉｄｇｅ Ｃ１８ 色谱图

Ｆｉｇ ５　 Ｘ － Ｂｒｉｄｇｅ Ｃ１８ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

图 ６　 Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８ 色谱图

Ｆｉｇ ６　 Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

图 ７　 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＯＤＳ 色谱图

Ｆｉｇ ７　 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＯＤＳ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

２． ２　 原子吸收光谱法

２． ２． １　 线性及范围　 用 １％ 的稀硝酸将对照品标

准储备液稀释成 ０、０． ５、１、１． ５ 和 ２． ０ μｇ ／ ｍＬ 的标

准工作溶液，注入原子分光光度仪，照 １． ４． １ 项下

测定，根据吸光度值绘制标准曲线。 得到回归方程

为 ｙ ＝ ０． ３９５７ｘ ＋ ０． １０５４，ｒ ＝ ０． ９９８３，说明锌离子在

０ ～ ２． ０ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。
２． ２． ２　 重复性　 取同一批黄芩苷锌原料药（批号

１＃），精密称取 ６ 份，按 ２． ２． １ 项下的方法制备供试

品溶液共 ６ 份，进行平行测定，结果 ６ 次测定的平

均含量为 ９９． ２１ ％ ，ＲＳＤ（ｎ ＝ ６）为 ０． １３ ％ ，说明该

方法重复性良好。
２． ３　 两种含量测定方法结果比较　 取黄芩苷锌原

料药（批号 １＃，２＃和 ３＃）用高效液相色谱法和原子吸

收分光法进行测定，并将结果进行 ｔ 检分析，ｔ 测 ＝
１． ３００（Ｐ ＝ ０． ２６３（ ＞ ０． ０５）），结果表明两种方法的

测定结果无显著性差异（α ＝ ０． ０５），见表 ３。
表 ３　 两种方法测定含量的结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ
批号 ＨＰＬＣ 法 原子吸收光谱法

１ ９９． ５８％ ９９． ２６％

２ ９８． ３４％ ９７． ２６％

３ ９９． ５２％ ９８． １７％

３　 讨论与结论

原子吸收光谱法被广泛运用于食品［１３］ 和环

境［１４］中重金属元素检测、矿石［１５］ 中金属元素的检

测、药物［１６］中微量元素检测，原子吸收光谱法可以

检测药物中的金属元素，也可以间接测定药物中的

有机成分。 例如，张青雨［１７］ 用四苯硼钠全沉淀硫

酸阿托品，在滤液中加入过量的氯化钾沉淀剩余的

·９６·
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四苯硼钠，再用原子吸收光谱法测定过量的钾可以

计算得到硫酸阿托品的含量。 关于黄芩苷含量测

定的手段已经越来越成熟，主要包括薄层色谱法

（ＴＬＣ）、ＨＰＬＣ 法和液相色谱 － 质谱联用法（ＬＣ －
ＭＳ ／ ＭＳ）等。 在诸多含量测定方法中高效液相色谱

最为常见，由于其操作简便、准确性好且重复性高，
被广泛应用于黄芩苷的定量分析及质量控制

研究［１８］。
由表 ３ 结果显示，ＨＰＬＣ 和原子吸收光谱法的

测定结果无显著性差异，故两种方法都可作为黄芩

苷锌含量测定的方法。 原子吸收光谱法测定原理

为黄芩苷锌经过炭化和灰化后获得游离的锌原子，
再通过原子吸收光谱仪测定锌的含量后计算黄芩

苷锌的量。 样品前处理中要用到强酸和高温，马弗

炉灰化耗时过长（一般需要 ４ ｈ）。 ＨＰＬＣ 法测定的

原理是在弱酸条件下，黄芩苷锌会分解成黄芩苷，
以黄芩苷为对照，测定出具体含量后计算出黄芩苷

锌的含量。 该方法相较于原子光谱法前处理操作

简单、安全，重复性好，准确度高，结果稳定可靠，推
广性更好，因此，更适用于黄芩苷锌及其制剂的质

量控制。
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