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［摘　 要］ 　 为了建立同时测定中兽药茵栀解毒颗粒中绿原酸、栀子苷和黄芩苷的方法，研究采用高

效液相色谱法，选用 Ｃ１８色谱柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），乙腈和 ０． ０５％ 磷酸溶液为流动相，流速

１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样量 １０ μＬ，柱温为 ３０ ℃，检测波长为 ２３０ ｎｍ。 结果表明，栀子苷在 ３． １１０ ～ １５５． ５
μｇ ／ ｍＬ、黄芩苷在 １． ８９７ ～ ９４． ８６ μｇ ／ ｍＬ、绿原酸在 ２． ４７８ ～ １２３． ９ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内线性关系良好，
相关系数均大于 ０． ９９９，平均加样回收率分别为 ９７． １％ 、９６． ２％和 ９５． ３％ 。 该试验操作简便、快捷、
定性、定量准确，能满足中兽药茵栀解毒颗粒中 ３ 种有效成分同时检测的需要。
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ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

　 　 中兽药茵栀解毒颗粒由 ５ 味药材（茵陈、栀子、
黄芩、虎杖和钩藤）通过一定的生产工艺制得［１ － ２］。
具有清热解毒、疏肝解痉功效［３］，兽医临床上用于

雏鸭病毒性肝炎的治疗［４ － ５］。 《兽药质量标准

（２０１７ 年版）中药卷》收载了该标准［１］，标准采用 ４
个薄层色谱系统，分别鉴别栀子苷、黄芩苷、茵陈对

照药材和虎杖对照药材，操作繁琐并且需要用到三

氯甲烷、丙酮等多种管制试剂和一般有机试剂，试
剂使用量也较大，对操作人员不友好。 在含量测定

方面，标准仅测定来自处方中茵陈的有效成分绿原

酸的含量，评价药物质量方面不够全面。
高效液相色谱法作为一种较成熟的分离技

术［６］，具有分离速度快、效率高、灵敏度高［７ － ８］、定
性定量准确等优势［９ － １０］，在兽药检验和质量监控中

发挥越来越大的作用［１１ － １２］。 本试验采用高效液相

色谱法对中兽药茵栀解毒颗粒中栀子苷、黄芩苷和

绿原酸同时检测的方法进行了研究，建立方法的基

础上开展了实际样品检测。
１　 材料与方法

１． １　 仪器　 高效液相色谱仪（安捷伦科技有限公

司，型号 １２６０，配 Ｇ４２１２Ａ 检测器）；色谱柱（Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ － Ｃ１８，２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；电子

天平（梅特勒 － 托利多仪器上海有限公司，型号

ＡＧ －２８５）；超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公

司 ＫＱ －５００Ｅ 型）。
１． ２　 主要试剂　 黄芩苷对照品（中国兽医药品监

察所生产，批号为 Ｚ０２７１７０５，含量为 ９６． ８％ ）；栀子

苷对照品（中国食品药品检定研究院生产，批号为

１１０７４９ － ２０１１１５，含量为 ９９． ７％ ）；绿原酸对照品

（中国兽医药品监察所生产，批号为 Ｚ０２６１７０２，含
量为 ９８． ３％ ）。 茵栀解毒颗粒（浙江企业生产，批
号为 ２０２１０８２２、２０２１０８２３ 和 ２０２１０８２４ 等 ３ 批次）。
１． ３　 对照品贮备溶液　 取黄芩苷 ９． ８０ ｍｇ、绿原酸

１２． ６０ ｍｇ 和栀子苷 １５． ６０ ｍｇ，置 １００ ｍＬ 量瓶中，
加甲醇适量，震摇使溶解并定容。

１． ４　 供试品溶液　 称取茵栀解毒颗粒约 １ ｇ，精密

称定，置 ２５ ｍＬ 量瓶中，加入 ５０％ 甲醇溶液约 １５
ｍＬ，超声约 ２０ ｍｉｎ，用 ５０％甲醇溶液定容。
１． ５ 　 色谱条件 　 采用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ － Ｃ１８
色谱柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相：０． ０５％
磷酸溶液（Ａ）和乙腈（Ｂ），梯度洗脱程序见表 １；进
样量 １０ μＬ，柱温 ３０ ℃，流速为 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，用二

极管阵列检测器进行扫描，扫描范围为 ２１０ ｎｍ ～
４００ ｎｍ，记录 ２３０ ｎｍ 波长处的色谱图。

表 １　 流动相梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ
时间（ｍｉｎ） 流动相 Ａ（％ ） 流动相 Ｂ（％ ） 流速（ｍＬ ／ ｍｉｎ）

０． ０ ９０ １０ １． ０
８． ０ ９０ １０ １． ０
２５． ０ ４０ ６０ １． ０
３５． ０ ４０ ６０ １． ０
３５． １ ９０ １０ １． ０
４０． ０ ９０ １０ １． ０

１． ６　 方法学考察

１． ６． １　 线性范围　 取对照品贮备溶液用 ５０％甲醇

溶液分别稀释 ２ 倍、５ 倍、１０ 倍、２０ 倍和 ５０ 倍，作为

线性实验溶液，取 １０ μＬ 进样，记录色谱图和峰面

积，以峰面积对浓度作图，绘制标准曲线。
１． ６． ２　 精密度和稳定性试验　 按照建立的方法测

定同一份样品 ６ 次（批号为 ２０２１０８２２），计算批内

相对标准偏差，作为精密度试验；取精密度试验的

样品溶液于间隔 ２ ｈ、２ ｈ、２ ｈ、６ ｈ 和 １２ ｈ 测定其含

量，每次测定 ３ 次，取平均值，计算批内相对标准偏

差，作为溶液稳定性试验。
１． ６． ３ 　 方法专属性　 取茵栀解毒颗粒样品 ３ 份，
每份各 １ ｇ，置于 ２５ ｍＬ 量瓶中，分别加 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐

酸溶液、１ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液和 ５％ 过氧化氢溶

液，各 １ ｍＬ，摇匀，放置 １ ｈ［６］，进行酸、碱和氧化破

坏，加入 ５０％甲醇溶液 １５ ｍＬ，超声 ２０ ｍｉｎ，５０％甲

醇溶液定容，依法测定。
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１． ６． ４　 加样回收率试验　 根据前期试验分析，３ 种

药物的含量均约为 １ ｍｇ ／ ｇ。 因此，加样回收率的添

加浓度定为 １ ｍｇ ／ ｇ。 在准确测定本底的情况下（测

定 ６ 次，取平均值），开展加样回收率试验。 取 ３ 种

对照品加甲醇配制成每毫升各约含 １ ｍｇ 的溶液。

另取样品 ６ 份，各 １ ｇ，精密称定，置 ２５ ｍＬ 量瓶中，

分别加入相应对照品溶液各 １． ００ ｍＬ，按照建立的

方法检测，结果减去相应本底，计算平均回收率和

批内相对标准偏差。

１． ６． ５ 　 实际样品的测定　 取 ３ 批次供试品，每批

次各 ３ 个平行，取每份样品各 １ ｇ，按照 １． ４ 项配制

供试品溶液，依法检测，计算平均含量。

１． ７　 提取溶剂的选择　 本试验设计时考虑到提取

目标药物的性质，选择水、甲醇和 ５０％甲醇超声 ２０

ｍｉｎ 以及水、甲醇和 ５０％甲醇水浴回流 ２０ ｍｉｎ 等方

式提取药物中有效成分，另外参考文献［５］采用热

水加甲醇提取 ２０ ｍｉｎ。

２　 结果与分析

２． １　 系统适用性试验　 在 １． ５ 色谱条件下，对照

品溶液和实际样品图谱中绿原酸、栀子苷和黄芩苷

峰型对称，对称因子均在 ０． ９５ 至 １． ０５ 之间，３ 种药

物和其边上的峰，两者之间的分离度均大于 １． ５，理

论板数以 ３ 种药物计均大于 ３０００，系统适用性试验

各项指标符合要求，典型色谱图和光谱图见图 １ －

图 ８。

注：出峰顺序为绿原酸、栀子苷和黄芩苷

Ｎｏｔｅ： Ｔｈｅ ｏｒｄｅｒ ｏｆ ｐｅａｋｓ ｉｓ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ，

ｇａｒｄｅｎｉａ ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ａｎｄ ｂａｉｃａｌｉｎ

图 １　 绿原酸、栀子苷和黄芩苷对照品溶液色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ， ｇａｒｄｅｎｉａ

ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ａｎｄ ｂａｉｃａｌｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ２　 绿原酸对照品溶液光谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ３　 栀子苷对照品溶液光谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ Ｇａｒｄｅｎｉａ ｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

注：出峰顺序为绿原酸、栀子苷和黄芩苷

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅ ｏｒｄｅｒ ｏｆ ｐｅａｋｓ ｉｓ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ， ｇａｒｄｅｎｉａ ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ａｎｄ ｂａｉｃａｌｉｎ

图 ４　 黄芩苷对照品溶液光谱图

Ｆｉｇ ４　 Ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ５　 茵栀解毒颗粒色谱图

Ｆｉｇ ５　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｇａｒｄｅｎｉａ ｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓ

·２４·
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图 ６　 茵栀解毒颗粒中栀子苷光谱图

Ｆｉｇ ６　 Ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｇａｒｄｅｎｉａ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｉｎ

ｇａｒｄｅｎｉａ ａｎｔｉｄｏｔｅ ｇｒａｎｕｌｅｓ

图 ７　 茵栀解毒颗粒中黄芩苷光谱图

Ｆｉｇ ７　 Ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ｉｎ Ｙｉｎｊｉａｎ Ｊｉｅｘｉｎｇ ｇｒａｎｕｌｅｓ

２． ２　 标准曲线的绘制　 根据 １． ２、１． ３ 和 １． ６． １ 数

据以及方法配制标准曲线线性溶液，依法测定，绘

图 ８　 茵栀解毒颗粒中绿原酸光谱图

Ｆｉｇ ８　 Ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ

Ｇａｒｄｅｎｉａ ｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓ ｐｅｌｌｅｔｓ

制标准曲线， 见图 ９。 结果栀子苷在 ３． １１０ ～
１５５． ５ μｇ ／ ｍＬ浓度范围内线性良好，线性方程为

Ｙ ＝３． ７９４６Ｘ － １． ４５８６，相关系数 ｒ ＝ ０． ９９９ ９；黄芩

苷在 １． ８９７ ～ ９４． ８６ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内线性良好，
线性方程为 Ｙ ＝ １７． ２２２Ｘ ＋ ５． ４３５９，相关系数 ｒ ＝
０􀆰 ９９９ ９；绿原酸在 ２． ４７８ ～ １２３． ９ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围

内线性良好，线性方程为 Ｙ ＝ ６． ２５５Ｘ ＋ １． ３１２５，相
关系数 ｒ ＝ ０． ９９９ ７。
２． ３　 精密度试验结果 　 按 １ ． ６ ． ２ 方法测定，结
果栀子苷、黄芩苷、绿原酸精密度分别为 ０ ． ９％ 、
０． ７％ 和 ０ ． ９％ ，表明方法精密度良好，结果见

表 ２。

图 ９　 ３ 种药物标准曲线图

Ｆｉｇ ９　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｔｈｒｅｅ ｄｒｕｇｓ

表 ２　 精密度试验结果（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ （ｎ ＝６）
药物名称 （１）ｍｇ·ｇ － １ （２）ｍｇ·ｇ － １ （３）ｍｇ·ｇ － １ （４）ｍｇ·ｇ － １ （５）ｍｇ·ｇ － １ （６）ｍｇ·ｇ － １ ＲＳＤ（％ ）
栀子苷 １． ５８ １． ６０ １． ６１ １． ６１ １． ５９ １． ５８ ０． ９
黄芩苷 １． １０ １． １１ １． １１ １． １２ １． １０ １． １０ ０． ７
绿原酸 ０． ８１ ０． ８２ ０． ８２ ０． ８０ ０． ８１ ０． ８１ ０． ９

·３４·
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２． ４　 稳定性试验结果　 取精密度试验的样品溶液

于间隔 ２ ｈ、２ ｈ、２ ｈ、６ ｈ 和 １２ ｈ 测定其含量，计算

批内相对标准偏差，作为溶液稳定性试验。 栀子

苷、黄芩苷和绿原酸溶液峰面积的 ＲＳＤ 分别为

１􀆰 ２％ 、１． １％和 １． ４％ ，表明溶液稳定性良好，结果

见表 ３。

表 ３　 稳定性试验结果（ｎ ＝３）

Ｔａｂ ３　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ （ｎ ＝３）
药物名称 （０ ｈ）ｍｇ·ｇ － １ （２ ｈ）ｍｇ·ｇ － １ （４ ｈ）ｍｇ·ｇ － １ （６ ｈ）ｍｇ·ｇ － １ （１２ ｈ）ｍｇ·ｇ － １ （２４ ｈ）ｍｇ·ｇ － １ ＲＳＤ（％ ）

栀子苷 １． ５８ １． ５６ １． ５７ １． ５９ １． ６１ １． ６０ １． ２

黄芩苷 １． １０ １． １１ １． １１ １． １３ １． １２ １． １０ １． １

绿原酸 ０． ７９ ０． ８２ ０． ８１ ０． ８１ ０． ８０ ０． ８１ １． ４

２． ５　 专属性结果　 按 １． ６． ３ 方法测定，结果显示，
在盐酸溶液和过氧化氢溶液中这 ３ 种药物均能保

持稳定，峰面积减少小于 ３％ ；氢氧化钠溶液中，黄
芩苷和栀子苷均减少 ５０％ 以上，绿原酸几乎降

解 １００％ 。
２． ６　 加样回收率试验结果 　 根据设计的试验方

法开展加样回收率试验，３ 种药物的平均加样回

收率均在 ９５％ 以上，６ 份样品批内相对标准偏差

均在 ４％ 以内，表明方法可靠性较好，结果见

表 ４。
表 ４　 平均加样回收率试验结果（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｅａｎ ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｓ （ｎ ＝６）

药物名称 平均加样回收率 ／ ％ 相对标准偏差 ／ ％

栀子苷 ９７． １ ４． ０

黄芩苷 ９６． ２ ３． ８

绿原酸 ９５． ３ ２． ９

２． ７　 实际样品测定结果　 依法测定，结果 ３ 批次

样品栀子苷的含量范围为 １． ５７ ｍｇ ／ ｇ ～ １． ６０ ｍｇ ／ ｇ
之间；黄芩苷的含量范围为 １． １１ ｍｇ ／ ｇ ～ １． １６ ｍｇ ／ ｇ
之间；绿原酸的含量范围为 ０． ８１ ｍｇ ／ ｇ ～ ０． ８２ ｍｇ ／ ｇ
之间。 《兽药质量标准（２０１７ 年版）中药卷》规定，
茵栀解毒颗粒中绿原酸的含量限量为每 １ ｇ 不得少

于 ０． ３５ ｍｇ，表明该企业生产的 ３ 批次样品绿原酸

的含量均符合标准。 因栀子苷和黄芩苷没有相关

限量标准，待收集足够数据以后作为制定标准限量

的参考，结果见表 ５。

表 ５　 实际样品含量测定结果（ｎ ＝３）

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｃｔｕａｌ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ （ｎ ＝３）
批号 栀子苷 ／ ｍｇ·ｇ － １ 黄芩苷 ／ ｍｇ·ｇ － １ 绿原酸 ／ ｍｇ·ｇ － １

２０２１０８２２ １． ５８ １． １１ ０． ８１

２０２１０８２３ １． ６０ １． １５ ０． ８２

２０２１０８２４ １． ５７ １． １６ ０． ８２

２． ８　 提取溶剂选择的结果 　 根据设计的试验方

法，对 ７ 种提取溶剂进行了考察，结果绿原酸在甲

醇中的提取效率较低，黄芩苷在水超声和水回流中

的提取效率较低，栀子苷在甲醇超声和水回流的情

况下结果含量较低，见图 １０， 图中序号 １ ～ ７ 分别

对应 ７ 种提取溶剂及相应的提取方式。 综合分析，
本试验选择 ５０％甲醇超声 ２０ ｍｉｎ，作为样品的提取

方式。

图 １０　 提取溶剂和提取方式对各组分含量的影响

Ｆｉｇ １０　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

２． ９　 定量限　 根据 １． ６． １ 方法配制稀释 ５０ 倍的

溶液，为标准曲线的最低点浓度，依法测定，计算 ３
种药物的信噪比。 结果该浓度下 ３ 种药物的信噪比

·４４·
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均大于 １０，满足含量检测分析要求的最小浓度，把此

浓度对应样品中药物的含量，作为相应药物的定量

限。 此时，栀子苷的浓度为 ３． １１０ μｇ ／ ｍＬ，黄芩苷的

浓 度 为 １． ８９７ μｇ ／ ｍＬ， 绿 原 酸 的 浓 度 为

２􀆰 ４７８ μｇ ／ ｍＬ；根据 １． ４ 供试品溶液的配制方法，折
算到实际样品中，３ 种药物的定量限，分别为栀子苷

０． ０８ ｍｇ ／ ｇ、黄芩苷 ０． ０５ ｍｇ ／ ｇ 和绿原酸 ０． ０６ ｍｇ ／ ｇ。
３　 讨论与结论

３． １　 检测波长的选择　 本试验在查阅相关文献的

基础上，基本了解药物的性质，３ 种药物的紫外吸

收明显，能够采用液相色谱法对其进行检测。 因

此，我们选择在 ２１０ ｎｍ ～ ４００ ｎｍ 范围内对 ３ 种药

物进行扫描，以确定 ３ 种药物的最佳检测波长。 图

２ ～ 图 ４ 结果显示，栀子苷的最大吸收波长在

２４０ ｎｍ附近，黄芩苷的最大吸收波长在 ２１５ ｎｍ ～
２７７ ｎｍ 范围内，绿原酸的最大吸收在 ２１０ ｎｍ ～ ２４０
ｎｍ 范围内。 综合考虑 ３ 种药物的含量和吸收值，
选择 ３ 种药物均有较大吸收值的波长，使 ３ 种药物

能用同一波长同时检测。 因此本试验选择 ２３０ ｎｍ
作为检测波长。
３． ２ 　 流动相的选择 　 本试验考察了磷酸溶液

（０􀆰 ０１％ 、０． ０５％ 、０． ２％和 ０． ４％ ）作为流动相的情

况，不同浓度磷酸溶液，对 ３ 种药物的保留时间和

峰型的影响不大，而 ０． ４％ 和 ０． ２％ 磷酸溶液浓度

较高，ｐＨ 值小于 ２． ０，对 Ｃ１８色谱柱有不利影响。 选

择 ｐＨ 值为 ２． ３ 左右的 ０． ０５％ 磷酸溶液和乙腈配

比作为流动相。 实际样品检测中，因样品中含有其

他药物或者杂质，易影响药物和其他组分的分离

度，调节梯度洗脱程序，３ 种药物峰型对称、分离度

满足要求。
３． ３　 结论　 试验建立了高效液相色谱法测定畜禽

用中兽药茵栀解毒颗粒中栀子苷、黄芩苷和绿原酸

的方法，采用 ５０％甲醇作为提取溶剂，超声波清洗

器超声 ２０ ｍｉｎ 作为提取方式，２３０ ｎｍ 作为检测波

长，３ 种药物加样回收率均达到 ９５％ 以上，试验操

作简便、快捷，定性定量准确，能满足中兽药茵栀解

毒颗粒的栀子苷、黄芩苷和绿原酸等 ３ 种有效成分

的同时检测。
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