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摘要　目的：建立清肝化瘀颗粒的质量控制方法。方法：采用薄层色谱法，鉴别黄芩、苦参、半枝莲、莪术等组成药物；采用
高效液相色谱法测定方中君药黄芩、苦参的主要成分黄芩苷及苦参碱的含量。结果：确立了颗粒中黄芩、苦参、莪术、半枝

莲的薄层色谱鉴别方法。在选定的高效液相色谱条件下，建立了本颗粒中黄芩苷、苦参碱的测定方法，其方法学均符合药

典要求。结论：本实验建立的鉴别和含量测定方法简便、准确、重复性好，适用于本颗粒质量的控制。
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　　清肝化瘀方由黄芩、苦参、白术、半枝莲、白花蛇
舌草、莪术、三棱、甘草等８味中药组成，是姚树坤教
授治疗原发性肝癌的临床有效经验方，临床应用具

有二十余年历史。该方具有清热解毒、健脾祛湿、活

血化瘀、软坚消等功效，前期临床研究及动物实验

表明该方适用于绝大多数原发性肝癌患者，具有多

环节、多靶点的作用特点，能提高患者免疫功能，延

长生存期，改善生命质量［１７］。为保证原方的临床疗

效及方便患者服用，对原方进行工艺优化制成颗粒

剂，并建立其质量控制方法，本实验采用薄层色谱法

对方中黄芩、苦参、半枝莲、三棱进行定性研究，采用

高效液相色谱法测定方中君药黄芩、苦参的主要有

效成分，包括黄芩苷及苦参碱。为严格控制清肝化

瘀颗粒的质量提供实验依据。

１　仪器与试药
１１　仪器　高效液相色谱仪（美国安捷伦公司）；紫
外可见分光光度计（日本岛津公司）；ＡＬ２０４电子分
析天平（德国梅特勒托利多公司）；ＹＢ１Ａ型真空恒
温干燥箱（天津鑫洲科技有限公司）；电子恒温水浴

锅（北京永光明医疗仪器厂）；调温电热套（北京永

光明医疗仪器厂）

１２　试剂　甲醇（色谱纯），乙腈（色谱纯），超纯
水。

１３　分析样品　黄芩对照药材（批号：１２０９５５
２０１３０９），苦参对照药材（批号：１２１０１９２０１００６），半
枝莲对照药材（批号：１２１２９３２０１００３），三棱对照药
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材（批号：１２１５２１２０１１０３），黄芩苷对照品（批号：
１１０８４２２０１２０７）；黄芩素对照品 （批号：１１１５９５
２０１３０６），汉黄芩素对照品（批号：１１１５１４２００４０３），
苦参碱对照品（批号：１１０８０５２００５０８）均购于中国食
品药品检定研究院。清肝化瘀颗粒（７５ｇ／袋，中日
友好医院药学部制剂室制备，批号 ２０１４００３，
２０１４００４，２０１４００５）。
２　方法与结果
２１　薄层色谱鉴别
２１１　黄芩薄层鉴别［８］　取３批颗粒各５ｇ，加乙
酸乙酯—甲醇（３∶１）４０ｍＬ，超声３０ｍｉｎ，过滤。将滤
液置水浴上挥干，残渣加５ｍＬ甲醇溶解，作为供试
液；另分别取处方中缺黄芩的其他药材，同法制成阴

性对照溶液；取黄芩标准药材１ｇ，同法制成对照药
材溶液；取汉黄芩素、黄芩素、黄芩苷对照品，加甲醇

制成对照品溶液，浓度均为１ｍｇ／ｍＬ。分别吸取上
述８种溶液，各５μＬ，点于同一聚酰胺薄膜上，以甲
苯乙酸乙酯甲醇甲酸（１０∶３∶１∶２）为展开剂，展开，
取出，晾干，置紫外光灯（３６５ｎｍ）下检视。结果显
示供试品色谱中，在与标准药材、对照品色谱相对应

的位置上，紫外光灯（３６５ｎｍ）下显相同颜色的斑
点，而阴性对照无干扰。见图１。

图１　黄芩薄层色谱

　　注：１～３供试品；４阴性对照；５黄芩对照药材；６汉黄芩

素；７黄芩素；８黄芩苷

２１２　苦参薄层鉴别　取３批颗粒各３ｇ，放入具
塞锥形瓶中，加入氨水５ｍＬ，浸泡５ｍｉｎ，加氯仿３０
ｍＬ超声３０ｍｉｎ，过滤。取滤液置水浴上挥干，残渣
加２ｍＬ甲醇溶解，作为供试液；另分别取处方中缺
苦参的其他药材，同法制成阴性对照溶液；取苦参标

准药材１ｇ，同法制成对照药材溶液；取苦参碱对照
品加甲醇制成每 ｌｍＬ含１ｍｇ的溶液，作为对照品
溶液。分别吸取上述６种溶液各５μＬ，点于同一硅
胶Ｇ薄层板上，以甲苯—丙酮—甲醇（８∶３∶０５）为

展开剂，展开，取出，晾干，喷以碘化铋钾溶液显色。

结果显示供试品色谱中，在与对照药材、对照品色谱

相对应的位置上，显相同颜色的斑点，而阴性对照无

干扰。见图２。
２１３　半枝莲薄层鉴别　取３批颗粒各５ｇ，研细，
加水４０ｍＬ溶解，用水饱和的正丁醇萃取 ３次，４０
ｍＬ／次，合并正丁醇萃取液，过滤，取续滤液置５０℃
水浴上挥干，残渣加甲醇５ｍＬ溶解，作为供试品溶
液；另分别取处方中缺半枝莲的其他药材，同法制成

阴性对照溶液；取１ｇ半枝莲标准药材同法制成对
照药材溶液。分别吸取上述５种溶液各５μＬ，点于
同一硅胶 Ｈ薄层板上，以甲苯—甲酸乙酯—甲酸
（３∶３∶１）为展开剂，展开，取出，晾干，喷以 ＡｌＣｌ３溶
液，晾干，置紫外光灯（３６５ｎｍ）下检视。结果显示
供试品色谱中，在与对照药材色谱相对应的位置上，

显相同荧光斑点，而阴性对照无干扰。结果见图３。

图２　苦参薄层色谱
　　注：１～３供试品；４苦参对照药材；５阴性对照；６苦参碱
对照品

图３　半枝莲薄层色谱
　　注：１～３颗粒；４阴性对照；５对照药材

２１４　三棱薄层鉴别　取３批颗粒各５ｇ，加乙醇
３０ｍＬ，加热回流１ｈ。滤过，滤液蒸干，残渣加乙醇
２ｍＬ使溶解，作为供试品溶液。分别取处方中缺三
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棱的其他药材，同法制成阴性对照溶液，取三棱标准

药材１ｇ，同法制成对照药材溶液。分别吸取上述５
种溶液各１０μＬ，点于同一硅胶Ｇ薄层板上，以石油
醚（６０～９０℃）—乙酸乙酯（４∶１）为展开剂，展开，取
出，晾干，喷以１０％硫酸乙醇溶液，晾干，置紫外光
灯（３６５ｎｍ）下检视。结果显示供试品色谱中，在与
对照药材色谱相对应的位置上，显相同荧光斑点，而

阴性对照无干扰［８］。见图４。

图４　三棱薄层色谱

　　注：１～３颗粒；４阴性对照；５对照药材

２２　黄芩苷含量测定
２２１　色谱条件　ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇—水—磷酸（４３∶
５７∶０２）；检测波长：２８０ｎｍ；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；进样
量：１０μＬ；柱温：２８℃。
２２２　对照品溶液制备　精密称取黄芩苷对照品
（８０ｍｇ）置于１０ｍＬ量瓶中，用甲醇溶解，定容至
１０ｍＬ，摇匀，备用（每１ｍＬ中含黄芩苷８０ｍｇ）。
２２３　供试品溶液制备　精密称取颗粒０５ｇ，置
于１００ｍＬ锥形瓶中，加入７５％甲醇溶剂５０ｍＬ，密
塞，称定重量，超声３０ｍｉｎ，放置至室温，予７５％甲醇
补足失去重量，摇匀，０４５μｍ微孔滤膜滤过，取续
滤液，即得。

２２４　专属性试验　按处方量精密称取除黄芩以
外的７味药材，以各提取工艺及成型工艺制成颗粒，
精密称取该颗粒０５ｇ，置于１００ｍＬ具塞锥形瓶中，
加入７５％甲醇溶剂５０ｍＬ，密塞，称定重量，超声３０
ｍｉｎ，放置至室温，予７５％甲醇补足失去重量，摇匀，
０４５μｍ微孔滤膜过滤，取续滤液，即得阴性对照溶
液。分别精密吸取供试品、阴性对照及黄芩苷对照

品溶液各１０μＬ，按以上色谱条件检测，结果显示供
试品与黄芩苷对照品色谱峰保留时间一致，阴性无

干扰。见图５。
２２５　线性关系考察　取上述对照品溶液以２、４、

６、８、１０、１２μＬ按黄芩苷测定色谱条件检测，以黄芩
苷含量为横坐标，峰面积值为纵坐标，得回归方程 ｙ
＝２３２２ｘ＋３８６２６，ｒ＝０９９９５，表明黄芩苷在１６～
９６μｇ范围内进样量与峰面积呈良好的线性关系。
２２６　中间精密度试验　精密吸取黄芩苷对照品
溶液，重复进样６次，峰面积 ＲＳＤ＝０４３％，表明精
密度试验符合要求。

图５　清肝化瘀颗粒中黄芩高效液相色谱
　　注：Ａ供试品；Ｂ阴性对照；Ｃ黄芩苷对照品

２２７　供试品溶液稳定性试验　制备供试品溶液，
于室温中放置，测１次／ｈ，共８ｈ，ＲＳＤ＝０１２％，表
明样品在８ｈ内稳定。
２２８　 重复性试验 　 取同一批颗粒 （批号：
２０１４００３），分别称取颗粒０５ｇ，６次，按供试品溶液
制备方法制备溶液，测得黄芩苷的峰面积并计算其

含量，平均值为４３７１ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ＝０６１％，该方法
的重复性分析符合要求。

２２９　回收率试验　精密量取已知含量的供试品
溶液１ｍＬ，共６份，置１０ｍＬ量瓶中，分别精密加入
对照品溶液１ｍＬ，加７５％甲醇稀释并定容，依法测
定。见表１。

表１　黄芩苷回收率试验

序号
样品含量

（ｍｇ）
加入量

（ｍｇ）
实际测得量

（ｍｇ）
回收率

（％）
平均回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ０４５５ ０８ １２２５ ９６２５ ９６８８ ０７１
２ ０４５５ ０８ １２３５ ９７５０
３ ０４５５ ０８ １２２５ ９６２５
４ ０４５５ ０８ １２３５ ９７５０
５ ０４５５ ０８ １２３５ ９７５０
６ ０４５５ ０８ １２２５ ９６２５

２２１０　样品测定结果　取３批清肝化瘀颗粒，按
２２１３项下方法制备供试品溶液，按上述色谱条
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件测定，计算样品黄芩中黄芩苷的含量分别为

３２４１５、３２９２５、３２７００ｍｇ／袋。
２３　苦参碱含量测定
２３１　色谱条件　ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×
４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：有机相甲醇乙腈（１∶１）；水
相，０１％氨水溶液；梯度洗脱程序：有机相，０～４０
ｍｉｎ（１０％～６０％），４０～４１ｍｉｎ（６０％～１０％），４１～５０
ｍｉｎ（１０％）；流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为３０℃；检测
波长为２１０ｎｍ；进样量为１０μＬ。
２３２　对照品溶液制备　精密称取苦参碱对照品
（０５５ｍｇ）置于１００ｍＬ量瓶中，用甲醇溶解，定容至
１００ｍＬ，摇匀，备用（每 １ｍＬ中含苦参碱 ００５５
ｍｇ）。
２３３　供试品溶液制备　精密称取本品颗粒０５
ｇ，置１００ｍＬ锥形瓶中，加入甲醇溶剂５０ｍＬ，密塞，
称定重量，超声３０ｍｉｎ，放置至室温，予甲醇补足失
去重量，摇匀，微孔滤膜滤过，取续滤液，即得。

２３４　专属性试验　按处方量精密称取除苦参以
外的７味药材，以各提取工艺及成型工艺制成颗粒，
精密称取本品颗粒０５ｇ，置１００ｍＬ锥形瓶中，加入
甲醇溶剂５０ｍＬ，密塞，称定重量，超声３０ｍｉｎ，放置
至室温，予甲醇补足失去重量，摇匀，微孔滤膜滤过，

取续滤液，即得阴性对照溶液。分别精密吸取供试

品、阴性对照及苦参碱对照品溶液各１０μＬ，按以上
色谱条件检测，结果显示供试品与苦参碱对照品色

谱峰保留时间一致，阴性无干扰。见图６。

图６　清肝化瘀颗粒中苦参高效液相色谱

　　注：Ａ供试品；Ｂ阴性对照；Ｃ苦参碱对照品

２３５　线性关系考察　取上述对照品溶液以２、４、
６、８、１０、１２μＬ按５１项下色谱条件检测，记录峰面
积，以苦参碱含量为横坐标，峰面积值为纵坐标，得

回归方程 ｙ＝２４１１６ｘ１４８８７，ｒ＝０９９９５，表明苦
参碱在０１１～０６６μｇ范围内进样量与峰面积呈良
好的线性关系。

２３６　中间精密度试验　精密吸取苦参碱对照品
溶液，重复进样６次，峰面积 ＲＳＤ＝００９％，表明精
密度试验符合要求。

２３７　供试品溶液稳定性试验　制备供试品溶液，
于室温中放置，测１次／ｈ，共８ｈ，ＲＳＤ＝２３１％，表
明样品在８ｈ内稳定。
２３８　 重复性试验 　 取同一批颗粒 （批号：
２０１４００３），分别称取颗粒０５ｇ６次，按供试品溶液
制备方法制备溶液，测得苦参碱的峰面积并计算其

含量，平均值为３５０ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ＝２２０％，该方法的
重复性分析符合要求。

２３９　回收率试验　精密量取已知含量的供试品
溶液１ｍＬ，共６份，置１０ｍＬ量瓶中，分别精密加入
对照品溶液１ｍＬ，加７５％甲醇稀释并定容，依法测
定。见表２。

表２　苦参碱回收率试验

序号
样品含量

（μｇ）
加入量

（μｇ）
实际测得量

（μｇ）
回收率

（％）
平均回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

１ ３５０ ５１０ ８５５ ９９０２
２ ３５０ ５１０ ８６０ １００００
３ ３５０ ５１０ ８５５ ９９０２ ９９８４ １４５
４ ３５０ ５１０ ８７０ １０１９６
５ ３５０ ５１０ ８６５ １００９８
６ ３５０ ５１０ ８５０ ９８０４

２３１０　样品测定测定　取３批清肝化瘀颗粒，按
２２２３项下方法制备供试品溶液，按上述色谱条
件测定，计算样品苦参中苦参碱的含量分别为

２６８６、２５５２、２６４３ｍｇ／袋。
３　讨论
３１　薄层鉴别条件筛选　黄芩、三棱的薄层鉴别方
法主要参照《中华人民共和国药典》（２０１０版）（以
下简称《药典》）中黄芩、三棱项下方法，各斑点显示

清晰，重现性好，操作简易。苦参薄层鉴别采用药典

方法时苦参碱斑点显示不清晰，耗时较长，工艺复

杂，经参考相关文献［９１３］，采取本文中方法，其展开

系统样品的相容性、分离效果均较好，Ｒｆ值适中，薄
层板对应部位苦参碱斑点清晰，呈红棕色，阴性无干

扰，该鉴别条件简单易行，重现性好。半枝莲［１４１５］采

用本文方法斑点清晰，可有效鉴别。白术、莪术、白

花蛇舌草、甘草４味中药经《药典》（２０１０版）及其他
文献方法，鉴别结果欠佳，背景通道干扰明显，斑点

未能清晰分离，该４味中药薄层色谱尚在进一步研
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究中。

３２　含量测定研究　方中君药为黄芩、苦参，两药
均具有清热解毒祛湿的功效，与病机相符，其主要成

分分别为黄芩苷、苦参碱，本研究主要测定两者的含

量。黄芩苷含量测定时，首先选用《药典》高效液相

色谱法进行测定，即流动相：甲醇—水—磷酸（４７∶５３
∶０２），检测波长：２８０ｎｍ，流速：１ｍＬ／ｍｉｎ，进样量：
１０μＬ，由于复方中成分复杂，结果显示黄芩苷色谱
峰与其他峰有部分重叠，为减少其他峰的干扰，经文

献研究［１６２３］，调整流动比较例为甲醇—水—磷酸（４３
∶５７∶０２），其他条件不变，所得结果黄芩苷色谱峰峰
型对称，与杂质峰分离度良好，系统适用性考察符合

要求，阴性样品无干扰。苦参碱含量测定时［２４３０］，试

验考察了甲醇水，乙腈水，甲醇０１％氨水，乙腈
０１％氨水等不同的流动相体系，苦参碱分离不理
想，最终选择流动相：有机相：甲醇乙腈（１∶１），水
相：０１％氨水溶液，梯度洗脱程序：有机相，０～４０
ｍｉｎ（１０％～６０％），４０～４１ｍｉｎ（６０％～１０％），４１～５０
ｍｉｎ（１０％），流速为１０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，检测
波长为２１０ｎｍ，进样量为２０μＬ，结果显示苦参碱峰
型及分离度均较好，经相关方法学考察各指标均符

合药典要求，且阴性对照无干扰，可满足清肝化瘀颗

粒苦参碱含量测定。

本研究对清肝化瘀颗粒中黄芩、苦参、半枝莲、

三棱４味中药进行了定性鉴别，所选方法简单易行，
重现性好，阴性对照无干扰；并对方中君药黄芩、苦

参的主要有效成分进行了含量测定，其方法学均符

合《药典》要求，所建立方法可用于清肝化瘀颗粒的

质量标准控制。
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