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摘要# 目的!建立高效液相色谱*二极管阵列检测器 "DGJ-*?E?# 法同时测定四季三黄丸 "大黄’ 黄柏’ 黄芩等#
中 / 种成分的含有量& 方法!分析采用ER6218Y>F*-"0色谱柱 "")& 44f’L( 44% ) #4#( 乙腈 "E# *&L)!磷酸水溶
液 "F# 为流动相% 梯度洗脱( 体积流量 &L0 4JM468( 柱温 +0 c( 大黄酸’ 大黄素’ 大黄素酚和大黄素甲醚检测波
长 #)’ 84% 栀子苷 #’& 84% 黄芩苷’ 黄芩素和汉黄芩素 #%0 84% 巴马汀 +’) 84( 进样量 "& #J& 结果!栀子苷’ 黄芩
苷’ 黄芩素’ 巴马汀’ 大黄酸’ 汉黄芩素’ 大黄素’ 大黄酚’ 大黄素甲醚分别在 ") i##) #RM4J",m&L/// 0#’ 0 i
"#& #RM4J",m&L/// +#’ % i"&) #RM4J",m&L/// (#’ "& i")& #RM4J",m&L/// +#’ #& i+&& #RM4J",m
&L/// )#’ ( i/& #RM4J",m&L/// %#’ ) i%) #RM4J",m&L/// (#’ ") i##) #RM4J",m&L/// )#’ #" i+") #RM4J
",m&L/// ’# 范围内线性关系良好% 平均回收率 /0L0#!i"&&L0)!% K>?均小于 #L&!& 结论!该方法简单’ 准确’
可靠% 可用于四季三黄丸的质量控制&
关键词! 四季三黄丸( 化学成分( DGJ-*?E?
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!!四季三黄丸收载于 .卫生部药品标准/ 中药
成方制剂第 # 册)"* % 由大黄’ 黄柏’ 黄芩’ 栀子 ’
味中药加工制成% 临床上主要用于治疗口鼻生疮’
咽喉肿痛’ 口干舌燥’ 头晕目眩’ 大便秘结’ 小便
赤黄等症% 其中大黄具有泻下攻积’ 清热泻火’ 凉
血解毒’ 逐瘀通经等功效)#* % 主要活性成分为芦
荟大黄素’ 大黄酸’ 大黄素’ 大黄酚’ 大黄素甲醚
等蒽醌类物质% 临床上用于心血管系统疾病’ 保
肝’ 改善肾功能’ 抗前列腺癌)+* ( 黄柏具有清热
燥湿% 解毒疗疮的功效)#* % 主要活性成分为小檗
碱’ 巴马汀’ 黄柏碱’ 药根碱等% 临床上主要用于
免疫调节’ 降血压’ 抑制溃疡’ 抗菌)’* ( 黄芩具
有泻火解毒% 止血安胎等功效)#* % 主要活性成分
为黄芩苷’ 黄芩素’ 汉黄芩素% 临床上主要用于湿
温发热’ 胸闷’ 口渴不欲饮’ 肺热咳嗽’ 热盛迫血
外溢以及胎动不安等症的治疗))* ( 栀子泻火除烦%
清热利湿% 凉血解毒% 外用消肿止痛的功效% 主要
成分为栀子苷% 临床上主要用于心烦’ 湿热黄疸’
淋证涩痛’ 血热吐衄’ 目赤肿痛’ 火毒疮疡% 而外
治扭挫伤痛等症)#* &

目前% .卫生部药品标准/ 中药成方制剂第 #
册仅在检查项下规定了该药物应符合丸剂项下各项
规定)"* % 鲜有其研究报道)(*%* % 而比较多的是采用
DGJ-法对四季三黄片或四季三黄胶囊中 " 种或多
种成分含有量进行测定)0*"%* & 为完善四季三黄丸的
质量控制% 本实验采用高效液相色谱*二极管阵列
检测器 "DGJ-*?E?# 法)"0*#"* % 对其中 / 种成分同
时进行定量分析% 该方法简单’ 快捷’ 准确% 可以
更全面控制该制剂的质量&
FG仪器与试药
"L"!仪器!"#(& 型高效液相色谱仪 "包括 ?E?
检测器’ 四元低压梯度泵’ 在线真空脱气机% 美国
ER6218Y公 司 #( -W14NY5Y6<8 工 作 站 "版 本 -$
&"L&(#( EOl##&?分析天平 "十万分之一% 日本
岛津公司#( >,)#"&DG型超声波清洗器 "上海科
导超声仪器有限公司#&
"L#!试药!栀子苷 "含有量$/0!% 批号 ‘O>.*
")&##’""#’ 黄芩苷 "含有量$/0!% 批号 ‘O>.*
"+""#/&/#’ 黄芩素 "含有量$/0!% 批号 ‘O>.*
"’&(##&’#’ 盐酸巴马汀 "含有量$/0!% 批号
‘O>.*"’&##%&%#’ 大黄酸 "含有量$/0!% 批号
‘O>.*"’&#"#"&#’ 汉黄芩素 "含有量$/0!% 批
号‘O>.*"’&)+&"##’ 大黄酚 "含有量$/0!% 批
号 ‘O>.*"’&+"%"" #’ 大黄素甲醚 "含有量 $

/0!% 批号‘O>.*"’&%#’"+# 对照品均购自成都曼
斯特生物科技有限公司( 大黄素 "含有量$/0!%
批号TT/&&’’# 对照品购自上海源叶生物科技有限
公司& 四季三黄丸 "水丸% ( RM袋% 批号分别为
#&"’&’&#’ #&"’&0&"’ #&"’&+##’ #&"’&’#+’
#&"’&(&#% 三门峡广宇生物制药有限公司#& 栀
子’ 大黄’ 黄柏’ 黄芩药材均购自吉林大药房% 经
吉林化工学院钟方丽教授鉴定为正品& 乙腈’ 甲醇
为色谱纯 "山东禹王实业有限公司#( 水为娃哈哈
纯净水( 其他试剂均为分析纯&
HG方法与结果
#L"!色谱条件!ER6218YVAKFEB>F*-"0色谱柱
"’L( 44f")& 44% ) #4#( 流动相为乙腈 "E# *
&L)!磷酸水 "F# "含 ( 44<JMJ辛烷磺酸钠#%
梯度洗脱 "& i0 468% (! i"+!E( 0 i"# 468%
"+! E( "# i"% 468% "+! i"0!E( "% i## 468%
"0!i##!E( ## i+& 468% ##! i#+!E( +& i
’) 468% #+!i+&!E( ’) i)) 468% +&! i+%!
E( )) i(& 468% +%!E( (& i() 468% +%!i’)!
E( () i%& 468% ’)! i(&!E( %& i0& 468%
(&!i/&!E( 0& i0) 468% /&!E#( 检测波长大
黄酸’ 大黄素’ 大黄素酚’ 大黄素甲醚 #)’ 84%
栀子苷 #’& 84% 黄芩苷’ 黄芩素’ 汉黄芩素
#%0 84% 巴马汀 +’) 84( ?E?参比波长 +/& 84(
柱温 +0 c( 体积流量 &L0 4JM468( 进样量 "& #J&
#L#!溶液的制备
#L#L"!对照品溶液!精密称取栀子苷’ 黄芩素’
巴马汀’ 黄芩苷’ 大黄酸’ 汉黄芩素’ 大黄素’ 大
黄酚’ 大黄素甲醚对照品适量% 甲醇溶解并定容%
制成含栀子苷 +&& #RM4J’ 黄芩素 "’& #RM4J’ 盐
酸巴马汀 #&& #RM4J’ 黄芩苷 "(& #RM4J’ 大黄酸
’&& #RM4J’ 汉 黄 芩 素 "#& #RM4J’ 大 黄 素
"&& #RM4J’ 大黄酚 +&& #RM4J’ 大黄素甲醚
’#& #RM4J的对照品贮备液& 精密吸取 &L)’ "’
"L)’ +’ )’ %L) 4J% 置于 "& 4J量瓶中% 甲醇稀
释定容% 即得% ’ c下避光保存&
#L#L#!供试品溶液!精密称取四季三黄丸 "L& R%
(& 4J%)!甲醇回流提取两次% 提取时间分别为" W’
’& 468% %)!乙醇再提取 " 次% 提取时间为+& 468%
合并滤液% 减压回收溶剂% 定容于 "&& 4J量瓶中%
摇匀% 即得% ’ c下避光保存& 进样前% &L’) #4微
孔滤膜过滤% 取续滤液进样&
#L#L+!阴性供试品溶液!按 .卫生部药品标准/
中药成方制剂第 # 册中规定的处方比例及制备工
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艺% 制备不含大黄’ 黄柏’ 黄芩’ 栀子的阴性样
品% 按 ,#L#L#- 项下方法处理% 即得&
#L#L’!专属性试验!分别精密吸取样品’ 阴性及
混合对照品溶液各 "& #J% 在 ,#L"- 项下色谱条
件下分析% 结果如图 " 所示% 样品溶液中各待测成
分色谱峰的分离度均大于 "L)% 阴性对照液在对应
保留时间处未见色谱峰% 方法专属性良好&
#L+!线性关系考察!在 ,#L"- 项色谱条件下%
精密吸取对照品溶液 "& #J% 进样分析& 以峰面积
为纵坐标 "_#% 对照品质量浓度为横坐标 ":#
绘制标准曲线% 得到线性回归方程& 将混合对照品
溶液逐级稀释% 以 >MCm+ 和 >MCm"& 为检出限和
定量限% 结果见表 "&

表 FGa 种成分的线性关系
9+1MFGA#%)+//)’+.#"%4,#34"&%#%)*"%4.#.()%.4

成分 回归方程
线性范围M

"#R+4Je"#

相关

系数

检出限M

"8R+4Je"#

定量限M

"8R+4Je"#
栀子苷 _m"0 "&/:p/L"’+ + ") i##) &L/// 0 &L&"" &L&++

黄芩苷 _m+/ "%):e"#0L#) 0 i"#& &L/// + &L&&% &L&##

黄芩素 _m(’ %’%:e)00L#+ % i"&) &L/// ( &L&") &L&’%

巴马汀 _m+& )#":e"##L/" "& i")& &L/// + &L&&/ &L&#%

大黄酸 _m#/ #&+:p+(#L/) #& i+&& &L/// ) &L&+/ &L""0

汉黄芩素 _m%& /+):e#)#L/+ ( i/& &L/// % &L&&( &L&"/

大黄素 _m#( (//:e"0L&/( ) i%) &L/// ( &L&’+ &L"#/

大黄酚 _m+# )’(:p(+0L+( ") i##) &L/// ) &L&’0 &L"’)

大黄素甲醚_m"0 )+):e"/L/%/ #" i+") &L/// ’ &L&+( &L"&/

#L’!精密度试验!精密吸取 ,#L#L"- 项下混合
对照品溶液% 在 ,#L"- 项色谱条件下连续进样 (
次% 测得栀子苷’ 黄芩素’ 巴马汀’ 黄芩苷’ 大黄
酸’ 汉黄芩素’ 大黄素’ 大黄酚’ 大黄素甲醚峰面
积K>?分别为 &L+)!’ &L#’!’ &L#)!’ &L#0!’
&L#(!’ &L)’!’ &L%#!’ &L)+!’ &L("!% 表明
仪器精密度良好&
#L)!稳定性试验!取供试品 "批号 #&"’&’&## 溶
液适量% 在 ,#L"- 项色谱条件下% 于 &’ #’ ’’
0’ "#’ #’ W 进样分析% 测得栀子苷’ 黄芩素’ 巴
马汀’ 黄芩苷’ 大黄酸’ 汉黄芩素’ 大黄素’ 大黄
酚’ 大黄素甲醚峰面积 K>?分别为 "L#0!’
&L)#!’ "L#+!’ &L/"!’ &L%(!’ "L&(!’
"L")!’ &L0(!’ "L+(!% 表明供试品溶液在 #’ W
内稳定性良好&
#L(!重复性试验!取同一批 "批号为 #&"’&’&##
样品适量% 按 ,#L#L#- 项下方法制备 ( 份供试品
溶液% 测得栀子苷’ 黄芩素’ 巴马汀’ 黄芩苷’ 大
黄酸’ 汉黄芩素’ 大黄素’ 大黄酚’ 大黄素甲醚峰

注! 每张小图由上至下% 均分别为样品’ 阴性对照品’ 混合对照品
"$栀子苷!#$黄芩苷!+$黄芩素!’$巴马汀!)$大黄酸
($汉黄芩素!%$大黄素!0$大黄酚!/$大黄素甲醚
"$R5X@18<N6@1!#$[56;5268!+$[56;52168!’$Q5245Y681!)$XW168

($7<R<868!%$14<@68!0$;WX̂N<QW58<2!/$QW N̂;6<8

图 FG=WA2色谱图
U#VMFG=WA2*,/"N+."V/+N4

面 积 K>? 分 别 为 &L%/!’ "L#&!’ &L0"!’
"L#’!’ "L#"!’ "L’#!’ "L)’!’ "L")!’
"L+#!% 表明该方法重复性良好&
#L%!回收率试验!精密称取含有量已知的样品
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"批号 #&"’&’&## ( 份% 每份 &L) R% 置于圆底烧
瓶中% 按 ,#L#L#- 项下方法制备供试品溶液%
在 ,#L"- 项色谱条件下计算回收率% 结果见
表 #&
#L0!样品含有量测定!取 ) 批样品 "批号分别为
#&"’&’&#’ #&"’&0&"’ #&"’&+##’ #&"’&’#+’
#&"’&(&##% 按 ,#L#L#- 项下方法制备供试品溶
液% 平行 + 份% 在 ,#L"- 项色谱条件下进样% 外
标法计算含有量% 结果见表 +&
IG讨论和结论

本实验对提取溶剂 "甲醇和乙醇# 及提取时
间进行了考察% 最终选用 %)!甲醇回流提取两
次% 提取时间分别为 " W 和 ’& 468% 滤渣再用
%)!乙醇回流提取 " 次% 提取时间为 +& 468& 结
果表明% 各待测成分都可以出峰% 而且重复性
良好&

在流动相的选择过程中% 分别考察了甲醇*
水’ 甲醇*&L)!磷酸水’ 乙腈*水’ 乙腈*&L)!磷
酸水’ 乙腈*&L)!磷酸水 "含 ( 44<JMJ的辛烷
磺酸钠#& 结果% 采用甲醇系统时% 峰形较差%
并且栀子苷’ 黄芩素’ 巴马汀’ 大黄酸’ 汉黄芩
素的分离度不理想( 换成乙腈系统后% 分离度明
显改善% 但巴马汀与黄芩素色谱峰分离度仍未达
到基线分离( 在水相中加入 ( 44<JMJ辛烷磺酸
钠后% 巴马汀保留时间延长% 与汉黄芩素可以良
好地分离% 并且巴马汀色谱峰附近无杂峰干扰(
加磷酸后% 可以改变各色谱峰的峰形& 最终% 选
择乙腈*&L)!磷酸水 "含( 44<JMJ辛烷磺酸钠#
流动相系统&

为提高灵敏度% 减少干扰% 故采用多波长对各
成分同时进行检测% 通过 ?E?二极管阵列检测器
收集 #&& i’&& 84范围内全部光谱图& 结果% 栀子
苷最大吸收波长为 #+0 84% 黄芩苷’ 黄芩素’ 汉
黄芩素为 #%0 84% 大黄酸’ 大黄素’ 大黄酚’ 大
黄素甲醚为 #)’ 84% 巴马汀为 +’) 84&

本实验采用 DGJ-*?E?法同时测定四季三黄
丸中 / 个成分的含有量% 该方法灵敏度高% 简单
可行% 为该药物质量控制提供了理论依据& 但四
季三黄丸作为一种复方制剂% 起药效的活性组分
绝不仅是这 / 种成分% 故今后还要加大基础研
究% 尽可能建立每类活性成分的定量方法% 并同
时结合药效% 以达到全面控制四季三黄丸质量的
目的&

表 HG加样回收率试验结果
9+1MHG:)4(’.4"&/)*"Q)/R .)4.4

成分
原有量M

4R
加入量M

4R
测得量M

4R
回收率M

!
平均回收

率M!

K>?M

!
栀子苷 "L’0( "L’(+ #L/’( //L0" //L’) "L#/

"L’%+ "L’0" #L/## /%L0"
"L’## "L’+# #L0)’ //L/%
"L’// "L’0( #L/(% /0L%(
"L’’" "L’)& #L/"+ "&"L)"
"L’)" "L’)0 #L0/# /0L0+

黄芩苷 "L#%" "L#%" #L)(+ "&"L() "&&L(/ "L’+
"L#%% "L#(0 #L)’" //L(0
"L#%/ "L#%) #L))’ "&&L&"
"L#(+ "L#(0 #L)’0 "&"L+)
"L#(/ "L#%& #L)’0 "&&L%"
"L#%) "L#%+ #L))% "&&L%+

黄芩素 )L"+% )L"+& "&L#0% "&&L+/ "&&L’( &L()
)L"+" )L"#’ "&L#)" //L/#
)L"#% )L"+& "&L#(+ "&&L""
)L"#/ )L"+& "&L#/’ "&&L(%
)L"++ )L"+# "&L#(’ //L/0
)L"+" )L"+& "&L+’% "&"L(%

巴马汀 +L)#) +L)#& (L//+ /0L)" //L/+ "L&%
+L)0% +L)+0 %L"%# "&"L+#
+L)"’ +L)#& %L&’0 "&&L’&
+L)#% +L)+# %L&#" /0L/+
+L)+# +L)+& %L&0’ "&&L(+
+L)#" +L)#) %L&+/ //L%/

大黄酸 &L"#" &L"#& &L#’& //L)( "&&L’+ "L+(
&L"## &L"## &L#’’ "&&L++
&L""/ &L"#& &L#’+ "&#L/#
&L"#& &L""0 &L#+% /0L/"
&L""/ &L"#& &L#+/ "&&L’#
&L"## &L"#+ &L#’( "&&L’(

汉黄芩素 "L#"( "L##& #L’++ //L%% "&&L&’ &L)%
"L#"’ "L#"% #L’#) //L’/
"L#"& "L##& #L’#+ //L’+
"L#"0 "L#"& #L’+0 "&&L0+
"L#"# "L#"( #L’+" "&&L#’
"L##( "L#") #L’’% "&&L’/

大黄素 &L#)" &L#)& &L)"# "&’L’& "&"L)+ "L(0
&L#)& &L#’/ &L)&’ "&#L#"
&L#+/ &L#’# &L’0# "&&L’"
&L#’0 &L#’0 &L)&" "&#L&#
&L#)& &L#)+ &L)&+ //L0+
&L#’( &L#)& &L’/% "&&L+’

大黄酚 &L’&0 &L’") &L0#% "&&L/% "&#L+) "L"%
&L+// &L’&& &L0"" "&#L/&
&L’&( &L’&) &L0"( "&"L#’
&L+/) &L+/( &L0&% "&+L/+
&L’&& &L’&& &L0"+ "&+L+"
&L’&# &L’&+ &L0"# "&"L%%

大黄素甲醚 &L#"" &L#"’ &L’++ "&+L(+ "&&L/0 "L%+
&L#"& &L#"& &L’#’ "&#L&(
&L#"’ &L#"+ &L’#) /0L0’
&L#&0 &L#"& &L’"% //L’#
&L#&% &L#&( &L’") "&&L/(
&L#&( &L#"& &L’"0 "&&L/’

&+%"
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表 IG含有量测定结果 %NVdV’ #\I&
9+1MIG:)4(’.4"&*"%.)%.!).)/N#%+.#"%%NVdV’ #\I&

批号 栀子苷 黄芩苷 黄芩素 巴马汀 大黄酸 汉黄芩素 大黄素 大黄酚 大黄素甲醚
#&"’&’&# #L/%# +L+(+ /L0/" %L’%# &L"#+ #L((/ &L’%0 &L0’+ &L+/"
#&"’&0&" #L(’) #L)"# "&L#)’ %L&+( &L")+ #L’)% &L’/+ &L0"# &L+%+
#&"’&+## #L&%& #L"’& "&L#(" (L/%# &L"’/ #L’+% &L)"% &L0&) &L’0#
#&"’&’#+ #L)0+ #L0’+ /L0&) %L0() &L"’% #L’(0 &L’/% &L/+" &L+0’
#&"’&(&# #L’&) #L%0% "#L#%’ /L&(" &L"&) #L’)& &L))) &L/&# &L’##
平均值 #L)+) #L%#/ "&L’/% %L(0" &L"+) #L’/( &L)&0 &L0)/ &L’"&
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