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［摘　 要］ 　 为了提高和完善板青颗粒的质量标准。 改进精氨酸的薄层鉴别，新增亮氨酸、脯氨酸、
靛玉红的薄层鉴别，采用高效液相色谱法，以尿苷、鸟苷、（Ｒ，Ｓ） － 告依春和腺苷作为指标性成分进

行定性定量测定。 建立的薄层方法，斑点清晰，分离度好，专属性强；供试品色谱图中在与混合对照

品溶液中尿苷、鸟苷、（Ｒ，Ｓ） －告依春和腺苷保留时间相同的位置有吸收光谱图一致的色谱峰，４ 种

对照品分别在 １． ０８ ～ ３２． ４２ μｇ·ｍＬ － １ （ ｒ ＝ １． ００００）、１． ０１ ～ ３０． ３３ μｇ·ｍＬ － １ （ ｒ ＝ １． ００００）、０． ３９ ～
９． ４３ μｇ·ｍＬ － １（ｒ ＝ ０． ９９９９）和 １． ０５ ～ ３１． ５６ μｇ·ｍＬ － １（ｒ ＝ １． ００００）的浓度范围内与峰面积呈现良

好的线性关系。 尿苷、鸟苷、（Ｒ，Ｓ） － 告依春和腺苷的平均加样回收率（ ｎ ＝ ９）分别为 ９８． ６％ 、
１００． ５％ 、９８． ５％和 ９９． ８％ 。 对 ２０ 批样品数据综合分析，建议每 １ ｇ 板青颗粒含尿苷、鸟苷和腺苷的

总量不得少于 ０． ４６ ｍｇ，（Ｒ，Ｓ） －告依春不得少于 ０． ０７５ ｍｇ。
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　 　 板青颗粒收载于《中国兽药典》 ２０１５ 年版二

部，由板蓝根、大青叶两味中药煎煮浓缩后，与适量

蔗糖、糊精混合制粒而成［１］。 方中板蓝根、大青叶

均可清热解毒，板蓝根重在凉血利咽，大青叶偏于

凉血消斑，二药合用，共奏清热解毒、凉血之功。 临

床上广泛用于畜禽风热感冒、咽喉肿痛、热病发斑

等温热性疾病的防治［２］。 目前板青颗粒的质量标

准相对滞后，仅有理化显色鉴别及精氨酸的薄层鉴

别，专属性不强，无指标性成分的定性鉴别及定量

测定，且精氨酸的薄层鉴别方法在实际检验中存在

一定的问题，很难对板青颗粒质量的优劣进行全面

评价，导致市场上的板青颗粒质量参差不齐，也给

假劣产品混入提供了可乘之机。 本研究参考文献

报道［３ － ９］及《中国兽药典》２０１５ 年版二部中板蓝根

和大青叶药材质量标准项下的有关方法［１］，以精氨

酸、脯氨酸、亮氨酸、靛玉红为专属性成分，建立薄

层色谱鉴别方法；以尿苷、鸟苷、（Ｒ，Ｓ） － 告依春和

腺苷为指标性成分，建立高效液相色谱定性及定量

测定方法，完善板青颗粒的质量标准，并利用新建

立的方法对市售的 １７ 批次样品进行了评价性研

究，为《中国兽药典》２０２０ 年二部中板青颗粒质量

标准提升提供了实验数据。
１　 仪器与材药　
１． １　 仪器　 半自动点样器（Ｌｉｎｏｍａｔ ５ 型，瑞士 Ｃａ⁃
ｍａｇ 公司）；薄层色谱数码成像系统（ＴＬＣ Ｖｉｓｕａｌｉｚｅｒ
型，瑞士 Ｃａｍａｇ 公司）；高效液相色谱仪（ＡＣＱＵＩＴＹ
Ａｒｃ 型，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司，配 ＰＤＡ 检测器和 Ｅｍｐｏｗ⁃
ｅｒ ３ 工作站）；电子天平（ＸＡ１０５ＤＵ 型，瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ 公司）；数控超声波清洗器（ＫＱ － ５００ＤＶ 型，
昆山市超声仪器有限公司）。
１． ２　 材料　 甲醇（色谱级，德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；水为

超纯水；其他试剂均为分析纯（南京化学试剂有限

公司）；硅胶 Ｇ 薄层板（青岛海洋化工有限公司）。
精氨 酸 对 照 品 （ 批 号 １４０６８５ － ２０１７０７， 含 量

９９． ９％ ）、亮氨酸对照品（批号 １４０６８７ － ２０１９０５，含
量 ９９． ９％ ）、脯氨酸（批号 １４０６７７ － ２０１８０８，含量

９９． ９％ ）、靛玉红对照品（批号 １１０７１７ － ２０１８０５，含
量 ９９． ６％ ）、尿苷对照品（批号 １１０８８７ － ２０１８０３，含

量 ９９． ５％ ）、鸟苷对照品（批号 １１１９７７ － ２０１５０１，含

量 ９３． ６％ ）、（Ｒ，Ｓ） － 告依春对照品（批号 １１１７５３

－ ２０１７０６， 含 量 １００． ０％ ）、 腺 苷 对 照 品 （ 批 号

１１０８７９ － ２０１７０３，含量 ９９． ７％ ）均购自中国食品药

品检定研究院；除自制的 ３ 批板青颗粒 （批号：

２０２００２２３、２０２００３０４、２０２００３２５）外，另收集市售样

品 １７ 批次（来源批号等信息见表 ６）。

２　 方法及结果

２． １　 鉴别

２． １． １　 氨基酸的薄层色谱鉴别　 取本品研细的粉

末 １ ｇ，加乙醇 １０ ｍＬ，超声处理 ３０ ｍｉｎ，滤过，滤液

自然挥发至约 ２ ｍＬ，作为供试品溶液。 另取精氨

酸对照品、脯氨酸对照品、亮氨酸对照品适量，加乙

醇制成每 １ ｍＬ 各含 １ ｍｇ 的溶液，作为混合对照品

溶液。 照薄层色谱法（《中国兽药典》２０１５ 年版二

部 附录 ０５０２） 试验，吸取上述混合对照品溶液

２ μＬ、供试品溶液 ５ μＬ，分别点于同一硅胶 Ｇ 薄层

板上，以正丁醇 －冰醋酸 － 水（１９∶ ７ ∶ ５）为展开剂，

展开，取出，晾干，喷以茚三酮试液，在 １０５ ℃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，显相同颜色的斑点，结果见图 １。

Ｓ． 亮氨酸、脯氨酸、精氨酸（从上至下） Ｓ１． 大青叶阴性对照

Ｓ２． 板蓝根阴性对照 １ ～ ５． 板青颗粒

Ｓ． ａｒｇｉｎｉｎｅ，ｐｒｏｌｉｎｅ ａｎｄ ｌｅｕｃｉｎｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（ ｆｒｏｍ ｔｏｐ ｔｏ ｄｏｗｎ）

Ｓ１． Ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｆｏｌｉｕｍ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ

Ｓ２． Ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｒａｄｉｘ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ１ ～ ５． ｓａｍｐｌｅｓ

图 １　 板青颗粒中氨基酸的薄层色谱图

Ｆｉｇ １　 ＴＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ

Ｂａｎｑｉｎｇ Ｇｒａｎｕｌｅｓ
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２． １． ２　 靛玉红的薄层色谱鉴别　 取本品研细的粉

末 １０ ｇ，加二氯甲烷 ５０ ｍＬ，超声处理 ３０ ｍｉｎ，滤过，
滤液浓缩至约 １ ｍＬ，作为供试品溶液。 另取靛玉

红对照品适量，加二氯甲烷制成每 １ ｍＬ 含 １ ｍｇ 的

溶液，作为对照品溶液。 照薄层色谱法（《中国兽药

典》２０１５ 年版二部 附录 ０５０２）试验，吸取上述对照

品溶液 ５ μＬ、供试品溶液 １０ μＬ，分别点于同一硅

胶 Ｇ 薄层板上， 以环己烷 － 二氯甲烷 － 丙酮

（５∶ ４∶ ２）为展开剂，展开，取出，晾干。 供试品色谱

中，在与对照品色谱相应的位置上，显相同颜色的

斑点。 结果见图 ２。

Ｓ． 靛玉红 Ｓ１． 板蓝根阴性对照

Ｓ２． 大青叶阴性对照 １ ～ ５． 板青颗粒

Ｓ． ｉｎｄｉｒｕｂｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

Ｓ１． Ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｒａｄｉｘ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ

Ｓ２． Ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｆｏｌｉｕｍ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ１ ～ ５． ｓａｍｐｌｅｓ

图 ２　 板青颗粒中靛玉红的薄层色谱图

Ｆｉｇ ２　 ＴＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｉｎｄｉｒｕｂｉｎ ｉｎ

Ｂａｎｑｉｎｇ Ｇｒａｎｕｌｅｓ

２． １． ３　 尿苷、鸟苷、（Ｒ，Ｓ） － 告依春和腺苷的高效

液相色谱定性鉴别　 取“２． ２． ３”项下制备的溶液，
作为供试品溶液。 另取“２． ２． ２”项下制备的溶液，
作为混合对照品溶液。 按“２． ２． １”项下的色谱条件

试验，采用二极管阵列检测器（ＰＤＡ）进行全波长扫

描，记录混合对照品溶液及供试品溶液在 ２１０ ～
４００ ｎｍ的吸收光谱图，提取 ２４５ ｎｍ 波长处的色谱

图。 结果，在供试品色谱中，呈现与 ４ 种对照品色

谱峰保留时间一致的色谱峰，且各峰的吸收光谱图

与相应对照品一致，见图 ３。
２． ２　 ４ 种指标性成分的定量测定

２． ２． １ 　 色谱条件与系统适用性试验 　 ＳＨＩＳＥＩＤＯ
Ｃａｐｃｅｌｌ Ｐａｋ Ｃ１８ ＭＧ 色谱柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ）；甲醇（Ａ） －水（Ｂ）为流动相，梯度洗脱（０ ～
１５ ｍｉｎ，３％ ～ ５％ Ａ；１５ ～ ２０ ｍｉｎ，５％ ～ １０％ Ａ；
２０ ～２３，１０％ ～１３％ Ａ；２３ ～ ３８ ｍｉｎ，１３％ Ａ）；流速为

０． ８ ｍｉｎ·ｍＬ －１；柱温为 ３０ ℃；检测波长为 ２４５ ｎｍ；
进样量为 １０ μＬ；理论板数按（Ｒ，Ｓ） － 告依春计算

应不低于 ５０００，供试品图谱中尿苷、鸟苷、（Ｒ，Ｓ） －
告依春、腺苷与其他组分均能达到基线分离，见
图 ４。
２． ２． ２　 对照品溶液的制备　 取尿苷、鸟苷、（Ｒ，Ｓ）
－告依春和腺苷对照品适量，精密称定，加 ５％甲醇

溶液制成每 １ ｍＬ 含尿苷、鸟苷、（Ｒ，Ｓ） － 告依春和

腺苷分别为 １０ μｇ、１０ μｇ、３ μｇ 和 １０ μｇ 的混合对

照品溶液，即得。
２． ２． ３　 供试品溶液的制备　 取本品适量，研细，取
约 ２ ｇ，精密称定，置 １００ ｍＬ 量瓶中，加 ５％ 甲醇溶

液 ７０ ｍＬ，超声处理 （功率 ５００ Ｗ，频率 ４０ ｋＨｚ）
２０ ｍｉｎ，放冷，用 ５％甲醇溶液稀释至刻度，摇匀，滤
过，取续滤液，即得。
２． ２． ４　 线性关系考察　 分别取尿苷、鸟苷、（Ｒ，Ｓ）
－告依春和腺苷对照品适量，精密称定，用 ５％甲醇

溶液溶解并稀释制成含尿苷为 １０８． ０６ μｇ·ｍＬ － １、
鸟苷为 １０１． ０９ μｇ·ｍＬ － １、 （ Ｒ， Ｓ） － 告依春为

３１． ４４ μｇ·ｍＬ － １和腺苷为 １０５． １８ μｇ·ｍＬ － １ 的混

合对照品贮备溶液。 精密吸取对照品贮备液适量，
加 ５％ 甲醇溶液分别稀释制成含尿苷 ３２． ４２、
２１． ６１、１０． ８１、５． ４０、２． １６、１． ０８ μｇ·ｍＬ － １，含鸟苷

３０． ３３、２０． ２２、１０． １１、５． ０５、２． ０２、１． ０１ μｇ·ｍＬ － １，
含（Ｒ，Ｓ） － 告依春 ９． ４３、６． ２９、３． １４、１． ５７、０． ７９、
０． ３９ μｇ·ｍＬ － １，含腺苷 ３１． ５６、２１． ０４、１０． ５２、５． ２６、
２． １０、１． ０５ μｇ·ｍＬ － １的系列溶液，按拟定色谱条件

进行测定，记录峰面积，以对照品的浓度为横坐标

（ｘ），以峰面积积分值为纵坐标（ ｙ），绘制标准曲

线，见表 １。
２． ２． ５　 检测限和定量限　 精密量取已知质量浓度

·７２·
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图 ３　 混合对照品（Ａ）和板青颗粒（Ｂ）的高效液相色谱定性鉴别光谱指数图

Ｆｉｇ ３　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ａｎｄ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（Ａ） ａｎｄ Ｂａｎｑｉｎｇ Ｇｒａｎｕｌｅｓ（Ｂ）

的对照品溶液，用 ５％ 甲醇溶液依次稀释制成浓度

由高到低的系列溶液，测得尿苷、鸟苷、（Ｒ，Ｓ） － 告

依春和腺苷的检测限（ Ｓ ／ Ｎ ＝ ３）和定量限（ Ｓ ／ Ｎ ＝
１０），用质量单位表示，见表 １。
２． ２． ６　 精密度试验 　 精密吸取混合对照品溶液

１０ μＬ，连续进样 ６ 次，测得各峰相对保留时间的

ＲＳＤ（ｎ ＝ ６） ＜ ０． １％ ，尿苷、鸟苷、（Ｒ，Ｓ） － 告依春

和腺苷各峰面积的 ＲＳＤ （ ｎ ＝ ６） 分别为 ０． ４％ 、
０． ３％ 、０． ４％和 ０． ４％ ，方法精密度良好。

２． ２． ７ 　 重复性试验 　 取样品（批号 ２０２００２２３）按

“２． ２． ３ 供试品溶液的制备”项下操作，平行制备

６ 份，按上述色谱条件进样测定，测得每 １ ｇ 供试品

中尿苷、鸟苷、（Ｒ，Ｓ） － 告依春和腺苷的平均含量

分别为 ５８３、５９９、１５０、４４９ μｇ，ＲＳＤ（ ｎ ＝ ６）分别为

０． ４％ 、０． ６％ 、１． ０％ 和 ０． ５％ ，表明该方法重复性

良好。
２． ２． ８ 　 稳定性试验 　 取同一份供试品 （批号

２０２００２２３）溶液，分别在 ０、２、４、８、１２、２４、４８、７２ ｈ 按

·８２·
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１． 尿苷　 ２． 鸟苷　 ３． （Ｒ，Ｓ） － 告依春　 ４． 腺苷

１． ｕｒｉｄｉｎｅ　 ２． ｇｕａｎｏｓｉｎｅ　 ３． （Ｒ，Ｓ） － ｇｏｉｔｒｉｎ　 ４． ａｄｅｎｏｓｉｎｅ

图 ４　 混合对照品（Ａ），板青颗粒（Ｂ），大青叶阴性对照（Ｃ）和板蓝根阴性对照（Ｄ）的高效液相色谱图

Ｆｉｇ ４　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ（Ａ）， Ｂａｎｑｉｎｇ Ｇｒａｎｕｌｅｓ（Ｂ），

Ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｆｏｌｉｕｍ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ（Ｃ） ａｎｄ Ｉｓａｔｉｄｉｓ Ｒａｄｉｘ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ（Ｄ）

上述色谱条件进样，记录供试品溶液中尿苷、鸟苷、

（Ｒ，Ｓ） － 告依春和腺苷的色谱峰保留时间及峰面

积，各峰保留时间 ＲＳＤ（ｎ ＝ ８） ＜ ０． １％ ，峰面积 ＲＳＤ

（ｎ ＝ ８）分别为 ０． ９％ 、１． ０％ 、１． ６％ 和 ０． ６％ ，表明

供试品溶液在 ７２ ｈ 内稳定性良好。

２． ２． ９　 回收率试验　 取已知含量的板青颗粒（批

号 ２０２００２２３）细粉约 １． ０ ｇ，精密称定，置 １００ ｍＬ 量

瓶中，按供试品已知成分含量的 ５０％ 、１００％ 、１５０％

三个水平分别加入浓度为尿苷 ５４． ０３ μｇ·ｍＬ － １、鸟

苷 ５０． ５４ μｇ·ｍＬ －１、（Ｒ，Ｓ） －告依春 １５． ７２ μｇ·ｍＬ －１

和腺苷 ５２． ５９ μｇ·ｍＬ － １的混合对照品溶液 ５、１０、

１５ ｍＬ。 按“２． ２． ３”项下操作并进样测定，计算加样

回收率。 结果样品中尿苷、鸟苷、（Ｒ，Ｓ） － 告依春

和腺苷的平均回收率分别为 ９８． ６％ 、 １００． ５％ 、

９８． ５％ 和 ９９． ８％ ， ＲＳＤ （ ｎ ＝ ９ ） 分别为 １． ０％ 、

１． ３％ 、１． １％和 １． ４％ 。 见表 ２ ～表 ５。

·９２·
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表 １　 回归方程、线性范围、定量限和检测限

Ｔａｂ １　 Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｄａｔａ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｏｒ ｆｏｕｒ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
名称 回归方程 相关系数 ｒ 线性范围 ／ （μｇ·ｍＬ － １） 检测限 ／ ｎｇ 定量限 ／ ｎｇ

尿苷 ｙ ＝ １６８０４ｘ － ２０９８． ７ １． ００００ １． ０８ ～ ３２． ４２ １． ８ ５． ４

鸟苷 ｙ ＝ ２８７６１ｘ － １７２３． ９ １． ００００ １． ０１ ～ ３０． ３３ １． １ ３． ４

（Ｒ，Ｓ） － 告依春 ｙ ＝ ８１２３５ｘ － ４６９５． ５ ０． ９９９９ ０． ３９ ～ ９． ４３ ０． ９ ２． ６

腺苷 ｙ ＝ ２３４５６ｘ － ６７４． ０３ １． ００００ １． ０５ ～ ３１． ５６ １． ５ ４． ５

表 ２　 板青颗粒中尿苷加样回收率

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｕｒｉｄｉｎｅ ｉｎ Ｂａｎｑｉｎｇ Ｇｒａｎｕｌｅｓ
取样量 ／ ｇ 样品中所含尿苷的量 ／ μｇ 加入的尿苷的量 ／ μｇ 测的量 ／ μｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

０． ９９９０ ５８２． ７７ ２７０． １５ ８５３． ２７ １００． １３
１． ０２４３ ５９７． ５３ ２７０． １５ ８６４． ４２ ９８． ７９
１． ０４２３ ６０８． ０３ ２７０． １５ ８７６． ７４ ９９． ４７
１． ００８６ ５８８． ３７ ５４０． ３０ １１１８． ０１ ９８． ０３
１． ０１７９ ５９３． ７９ ５４０． ３０ １１２１． ０５ ９７． ５９
１． ０３９０ ６０６． １０ ５４０． ３０ １１３８． ９９ ９８． ６３
０． ９９８４ ５８２． ４２ ８１０． ４５ １３７０． ６６ ９７． ２６
１． ０１９４ ５９４． ６７ ８１０． ４５ １３９８． ４１ ９９． １７
１． ００５３ ５８６． ４４ ８１０． ４５ １３８１． ９３ ９８． １５

９８． ６ １． ０

表 ３　 板青颗粒中鸟苷加样回收率

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｉｎ Ｂａｎｑｉｎｇ Ｇｒａｎｕｌｅｓ
取样量 ／ ｇ 样品中所含鸟苷的量 ／ μｇ 加入的鸟苷的量 ／ μｇ 测的量 ／ μｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

０． ９９９０ ５９８． ５４ ２５２． ７０ ８５４． ７８ １０１． ４０
１． ０２４３ ６１３． ７０ ２５２． ７０ ８６８． ２５ １００． ７３
１． ０４２３ ６２４． ４８ ２５２． ７０ ８８３． ４８ １０２． ４９
１． ００８６ ６０４． ２９ ５０５． ４０ １１０９． １０ ９９． ８８
１． ０１７９ ６０９． ８６ ５０５． ４０ １１１０． １８ ９８． ９９
１． ０３９０ ６２２． ５０ ５０５． ４０ １１２０． ４３ ９８． ５２
０． ９９８４ ５９８． １８ ７５８． １０ １３６４． １２ １０１． ０３
１． ０１９４ ６１０． ７６ ７５８． １０ １３７９． ９１ １０１． ４６
１． ００５３ ６０２． ３１ ７５８． １０ １３６１． ８０ １００． １８

１００． ５ １． ３

表 ４　 板青颗粒中（Ｒ，Ｓ） －告依春加样回收率

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ （Ｒ，Ｓ） － ｇｏｉｔｒｉｎ ｉｎ Ｂａｎｑｉｎｇ Ｇｒａｎｕｌｅｓ

取样量 ／ ｇ 样品中所含（Ｒ，Ｓ）
－ 告依春的量 ／ μｇ

加入的（Ｒ，Ｓ）
－ 告依春的量 ／ μｇ 测的量 ／ μｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

０． ９９９０ １５０． ０８ ７８． ６０ ２２７． ４６ ９８． ４５
１． ０２４３ １５３． ８８ ７８． ６０ ２２９． ８１ ９６． ６１
１． ０４２３ １５６． ５８ ７８． ６０ ２３３． ５５ ９７． ９３
１． ００８６ １５１． ５２ １５７． ２０ ３０９． １２ １００． ２６
１． ０１７９ １５２． ９２ １５７． ２０ ３０８． ８４ ９９． １９
１． ０３９０ １５６． ０９ １５７． ２０ ３１１． ８６ ９９． ０９
０． ９９８４ １４９． ９９ ２３５． ８０ ３８０． ６５ ９７． ８２
１． ０１９４ １５３． １４ ２３５． ８０ ３８５． ５８ ９８． ５７
１． ００５３ １５１． ０２ ２３５． ８０ ３８２． ７１ ９８． ２６

９８． ５ １． １

·０３·
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表 ５　 板青颗粒中腺苷加样回收率

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｉｎ Ｂａｎｑｉｎｇ Ｇｒａｎｕｌｅｓ
取样量 ／ ｇ 样品中所含腺苷的量 ／ μｇ 加入的腺苷的量 ／ μｇ 测的量 ／ μｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

０． ９９９０ ４４８． ８８ ２６２． ９５ ７１７． ９２ １０２． ３２

１． ０２４３ ４６０． ２５ ２６２． ９５ ７２４． ５７ １００． ５２

１． ０４２３ ４６８． ３４ ２６２． ９５ ７３３． ３５ １００． ７８

１． ００８６ ４５３． ２０ ５２５． ９０ ９８０． ３２ １００． ２３

１． ０１７９ ４５７． ３８ ５２５． ９０ ９７６． ５４ ９８． ７２

１． ０３９０ ４６６． ８６ ５２５． ９０ ９９２． １５ ９９． ８８

０． ９９８４ ４４８． ６１ ７８８． ８５ １２２２． １０ ９８． ０５

１． ０１９４ ４５８． ０５ ７８８． ８５ １２３８． ０８ ９８． ８８

１． ００５３ ４５１． ７１ ７８８． ８５ １２２９． １４ ９８． ５５

９９． ８ １． ４

２． ２． １０　 含量测定　 取研磨后的板青颗粒细粉约

２ ｇ，精密称定，按“２． ２． ３”项下操作，制成供试品溶

液。 分别精密吸取混合对照品溶液与供试品溶液

各 １０ μＬ，注入液相色谱仪，测定，按外标法以峰面

积计算供试品中尿苷、鸟苷、（Ｒ，Ｓ） － 告依春和腺

苷的量，结果见表 ６。

表 ６　 板青颗粒 ４ 种成分含量测定结果（ｎ ＝３）

Ｔａｂ ６　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ（ｎ ＝３）

编号 厂家代号 来源 批号
各成分含量 ／ （μｇ·ｇ － １）

尿苷 鸟苷 （Ｒ，Ｓ） － 告依春 腺苷

１ 本所 自制 ２０２００２２３ ５８３． ４ ５９９． １ １５０． ２ ４４９． ３

２ 本所 自制 ２０２００３０４ ６０９． ２ ６７３． ２ １７４． ３ ５２０． ５

３ 本所 自制 ２０２００３２５ ５４５． １ ５１１． ０ １２７． ０ ４７６． ８

４ Ａ 江苏 ２００１０５ ６１３． ２ ３３６． １ ５３８． ２ ３８６． ９

５ Ａ 江苏 ２００２２０ ６１１． ４ ３３１． ４ ４９７． ９ ３７８． ６

６ Ｂ 江苏 ２０１８１２００５ ４０２． ３ ５０８． １ １５２． ５ ２４３． ４

７ Ｃ 山东 ２０２００４０２ ５５５． ６ ８９． ３ １１５． ７ ６０． ７

８ Ｄ 河北 Ｃ１Ｍ２００３０４ １３７． ９ １１２． ０ ４３． ２ ７０． ６

９ Ｅ 江西 ２０２００４１００１ １７１． ０ ２４． ２ ３６． ４ ２３． ９

１０ Ｆ 江苏 ２０２００４０３ ９９． １ ４５． ０ ２１． ４ ２４． ２

１１ Ｅ 江西 ２０１９０７１１０１ ６０． ０ ２１． ６ １３． ５ ３３． ２

１２ Ｇ 山东 ２００４１６０１ ２４４． ４ １６５． ３ ６． ８ ８２． １

１３ Ｈ 江苏 ２０１９０５０９ ５６． １ ４３． ７ ５． ８ ３０． ５

１４ Ｉ 山东 ２０２００１０４ ５５． ４ ４５． ０ ５． ３ ２８． ８

１５ Ｊ 山东 ２０１９０６１５０３ ９９． １ ８８． ４ — ４９． ２

１６ Ｋ 江苏 ２０１９０５０９１ ４２． ２ ３１． １ — ２６． ９

１７ Ｌ 河南 １９０９１８０２ ３５． ０ ３０． ７ — １５． ３

１８ Ｍ 江苏 ２０１９０９２６ ３７． ２ １５． ５ — １３． ７

１９ Ｎ 山东 ２００１０３ １０． ７ １７． ０ — ８． ０

２０ Ｏ 江西 １９０７２９０１ ７０． １ — — —

　 　 —：未检测到或低于检测限
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３　 讨论与结论

３． １　 指标性成分的选择　 方中板蓝根为十字花科

菘蓝 Ｉｓａｔｉｓ ｉｎｄｉｇｏｔｉｃａ Ｆｏｒｔ． 的干燥根，主要含有生物

碱类、核苷类、氨基酸类等化学成分［１０ － １２］。 《中国

兽药典》２０１５ 年版二部中板蓝根质量标准选择精

氨酸进行薄层色谱鉴别，以（Ｒ，Ｓ） － 告依春为指标

成分进行薄层色谱鉴别和高效液相色谱定量测定，
可实现与南板蓝根的快速鉴别。 大青叶与板蓝根

同出一源，为菘蓝的干燥叶，与板蓝根所含化学成

分基本一致［１３ － １４］，但不同化学成分在两者中含量

差距较大。 大青叶现行质量标准以靛蓝、靛玉红为

指标成分进行薄层色谱鉴别，并采用高效液相色谱

法对靛玉红进行定量测定。 本研究结合板青颗粒

的临床功效，建立以靛玉红为代表的吲哚类成分薄

层色谱鉴别方法；建立以（Ｒ，Ｓ） － 告依春为代表的

生物碱及以尿苷、鸟苷和腺苷为代表的核苷类成分

的高效液相色谱定性定量测定方法。 上述几种化

合物在热水中溶解性好，用水煎煮提取时能够很好

的溶出，且具有较强的抗菌、抗病毒活性［１５ － １６］，故
可作为指标性成分来控制该制剂的质量。
３． ２　 精氨酸薄层鉴别的改进　 按照现行标准的鉴

别 ２ 进行精氨酸薄层鉴别时，经常会出现供试品溶

液的精氨酸斑点相比精氨酸对照品的斑点滞后的

现象，严重影响结果的判定。 杨新等研究表明［１７］，
板青颗粒的辅料蔗糖易溶于提取液稀乙醇，后在加

热蒸干过程中被水解成还原糖，还原糖会进一步与

供试品中的氨基酸或蛋白质发生美拉德反应（Ｍａｉｌ⁃
ｌａｒｄ Ｒｅａｃｔｉｏｎ），形成大分子物质类黑精，导致薄层

板上斑点滞后。 本研究利用蔗糖在乙醇中溶解度

很低的特性，采用乙醇做提取液，用自然挥发代替

加热蒸干进行供试品溶液的制备，减少了供试品溶

液中蔗糖的含量及还原糖的产生，有效解决了斑点

滞后问题。
３． ３　 ＨＰＬＣ 法定性及定量实验条件的选择　 参考

文献考察多种流动相，选择甲醇和水梯度洗脱，各
峰分离度好。 比较了 Ｓｈｉｍ － ｐａｃｋ ＶＰ － ＯＤＳ 柱，
Ｃａｐｃｅｌｌ Ｐａｋ Ｃ１８ ＭＧ 柱、Ｗａｔｅｒｓ Ａｔｌａｎｔｉｓ Ｔ３ 柱等，样
品溶液中（Ｒ，Ｓ） － 告依春、尿苷、鸟苷和腺苷均可

达到基线分离，选择 ２４５ ｎｍ 作为检测波长时，各被

测色谱峰均有较好的响应值。 本研究预实验表明

４ 种被测组分可使用不同的提取方法及展开条件

进行 ＴＬＣ 鉴别，但考虑到 ＨＰＬＣ 测定含量时，一针

进样可同时检测 ４ 种成分，使用 ＰＤＡ 检测器采集

光谱图，将保留时间及光谱匹配度作为判定指标，
亦可对 ４ 种成分进行定性鉴别，相比薄层色谱法前

处理简单，受其他因素影响小。
３． ４　 评价性研究结果分析及建议　 将自制样品及

市场收集的 １７ 批样品按现行标准检测，均符合规

定。 用新建立的方法进行检测，２０ 批样品中仅有

１４ 批能够进行（Ｒ，Ｓ） －告依春定量测定，其余 ６ 批均

未测得或低于检测限，含量范围在 ０ ～５３８． ２ μｇ·ｇ －１；
尿苷的含有量范围在 １０． ７ ～６１３． ２μｇ·ｇ －１；鸟苷的含

有量范围在 ０ ～ ６７３． ２ μｇ·ｇ － １；腺苷的含有量范围

在 ０ ～ ５２０． ５ μｇ·ｇ － １。 结果表明不同生产企业，同
一生产企业的不同批次之间，４ 种成分含量差异很

大。 分析原因，首先是不同产地药材本身的差异

性［１８ － ２１］，药材中有效成分的含量直接影响制剂的

质量。 殷世宁等对不同产地的 １８ 批次板蓝根中尿

苷、腺苷、（Ｒ，Ｓ） － 告依春 ３ 种成分进行测定，（Ｒ，
Ｓ） － 告依春为 ０． ０３４ ～ ０． ３４７％ ，腺苷为 ０． ００１ ～
０． ０７９％ ，尿苷为 ０． ０１０ ～ ０． ０５１％ ；其次是否按照处

方足量投料也直接关系成品含量；最后不同生产企

业使用的提取工艺或制剂制法的差异，亦导致某些

成分转移率较低［２２］。 参考《中国兽药典》中药品质

量标准分析方法验证指导原则，含有量限度按照 ２０
批样品含量测定结果（表 ６）的平均值下浮 ２０％ 计

算，建议规定本品每 １ ｇ 含尿苷、鸟苷和腺苷的总量

不得少于 ０． ４６ ｍｇ；含（Ｒ，Ｓ） － 告依春不得少于

０． ０７５ ｍｇ。
中兽药通过“多成分、多作用、多靶点”在我国

兽医医疗系统中发挥了重要作用，且不易产生耐药

性，是国家实施兽用抗菌药使用减量化行动可行的

抗菌药替代方法之一，其主成分含量的差异会直接

导致临床疗效的优劣。 板青颗粒作为临床常用中

兽药，疗效确切，但其质量控制水平还比较落后，不
利于日常监管。 综上所述，建议《中国兽药典》２０２０
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版完善板青颗粒的鉴别项、增加含量测定项，为有

效控制产品质量提供技术支持。
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