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中药研究

ＨＰＬＣ法测定银黄片中黄芩苷和绿原酸的溶出度

王　敏　贺　蕊　龚慕辛　关　怀　于　萍　贾富霞
（首都医科大学中医药学院，北京，１０００６９）

摘要　目的：建立中药银黄片体外溶出度测定的实验方法，为质量控制提供重要指标和参数。方法：参考《中华人民共和
国药典》２０１５版收录的溶出度测定方法第二法桨法，采用 ＨＰＬＣ法，用 ＤＡＤ检测器，ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５
μｍ）色谱柱；流动相：Ａ０１％磷酸水，Ｂ０１％磷酸乙腈，梯度洗脱；流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１０μＬ；检测波长为绿原酸
３２７ｎｍ，黄芩苷２７６ｎｍ，测定自制银黄片中黄芩苷和绿原酸的溶出度。结果：黄芩苷和绿原酸分别在０１～２０μＭ和０５
～３０μＭ范围内线性关系良好（Ｒ２＝０９９９６）。ＨＰＬＣ法可同时测定中药银黄片中黄芩苷、绿原酸的溶出度。结论：本方
法快速、灵敏、准确，重现性好，可用于银黄片中绿原酸和黄芩苷的溶出度测定，为其质量控制提供重要依据。
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　　银黄片（自制）是由金银花提取物和黄芩苷制
备而成，具有清热解毒、抗菌消炎作用，常用于治疗

急慢性扁桃体炎、急慢性咽喉炎和上呼吸道感染［１］。

绿原酸是金银花中主要的抗菌有效成分，常用作金

银花质量控制的指标。黄芩苷含量是黄芩药材的质

量评价指标，具有多种药理作用。银黄片（自制）的

主要有效成分是绿原酸和难溶于水的黄芩苷，其溶

出释放性能对所其在体内的吸收有较大的影响，是

银黄片能否起效的决定性因素。主成分或适宜物质

组的溶出度检测，受到专家的重视，甚至有些专家建

议将其作为中成药质量控制的项目［２３］。为更好的

控制药品的质量，避免紫外分光光度法中黄芩苷和

绿原酸两成分存在的相互干扰，本研究参考《中华人

民共和国药典》２０１５版一部０９３１溶出度测定方法
第二法桨法，采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法，建立银
黄片（自制）中黄芩苷与绿原酸的溶出度测定方法，

为其质量控制提供依据。

１　材料与方法
１１　仪器与试药
１１１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪，四元
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泵，自动进样器，ＤＡＤ检测器，数据处理软件；ＺＲＳ
８ＬＤ型智能溶出试验仪（天津市天大天发科技有限
公司）。

１１２　 试药 　 黄芩苷对照品 （批号：１１０７１５
２０１３１８）和绿原酸对照品（批号：１１０７５３２０１３１４），购
自中国食品药品检定研究院；银黄片（自制时间：

２０１５０６０９，规格：０４０４７ｇ／片）；甲醇、乙腈均为色谱
纯，娃哈哈纯净水，磷酸（分析纯），盐酸（分析纯）购

于北京现代东方精细化学品有限公司，无水乙醇（分

析纯）购于现代东方（北京）科技发展有限公司。其

余试剂均为分析纯。

１２　方法
１２１　ＨＰＬＣ检测条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＴＣＣ１８
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：Ａ０１％磷酸
水，Ｂ０１％磷酸乙腈，按照表１的梯度进行洗脱；检
测波长：２７６ｎｍ（黄芩苷），３２７ｎｍ（绿原酸）；流速：
１０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１０μＬ。

表１　流动相梯度

时间（时间单位） Ｂ（％）

０ １０
１５ ７０
２０ １００
２６ １００
２６０１ １０
３５ １０

１２２　黄芩苷、绿原酸混合对照品溶液的配制　精
密称取３５ｍｇ绿原酸，以５０％甲醇溶解定容至１０
ｍＬ，成浓度为１ｍＭ的绿原酸母液。精密称取４４
ｍｇ黄芩苷，以７０％甲醇溶解定容至１０ｍＬ，成浓度
为１ｍＭ的黄芩苷母液。上述样品用铝箔纸包好，
置于４℃冰箱中待用。各取２种母液适量用５０％的
甲醇稀释，制成含绿原酸、黄芩苷的系列混合对照品

溶液，浓度见表２。

表２　黄芩苷、绿原酸混合标准品溶液的浓度

混合对照品 绿原酸（μＭ） 黄芩苷（μＭ）

１ ０５ ０１
２ １ ０５
３ ２ １
４ ５ ３
５ １０ ５
６ ２０ １０
７ ３０ ２０

１２３　溶出度试验与样品溶液制备　按《中华人民
共和国药典》２０１５版一部０９３１溶出度测定方法第
二法桨法，以９００ｍＬ人工胃液作为溶出递质，进行

溶出试验。将９００ｍＬ已恒定至（３７０＋０５）℃的脱
气人工胃液置于溶出杯中，将精密称重的６片样品
分别置于溶出杯中，调节转速为１００ｒ／ｍｉｎ，在５、１０、
２５、４０、６０、９０、１２０和１８０ｍｉｎ定点取样２０ｍＬ（随即
补充同温度的递质２０ｍＬ），用０４５μｍ的微孔滤
膜过滤，滤液作为供试样品溶液。同时取样品 １０
片，精密测定，求其平均片重，研细，精密称取适量

（相当于平均片重），置装有 ９００ｍＬ人工胃液的
１０００ｍＬ量瓶中，超声 ３０ｍｉｎ充分溶解，吸取 ２０
ｍＬ，用０４５μｍ的微孔滤膜过滤，滤液作为最大溶
出度液。取各供试样品溶液１０μＬ，按照“１２１”项
下的色谱条件，测定黄芩苷、绿原酸的含量，计算每

片的溶出度，求出平均溶出度。

溶出度＝（Ｃ／Ｃ０）×（ｍ平均／ｍ）
其中，Ｃ取样样品浓度；Ｃ０平均片重的样品浓

度；ｍ平均平均片重；ｍ每片的片重。
１２４　方法学考察
１２４１　专属性试验　对照品和样品的 ＨＰＬＣ图
谱如图１所示，绿原酸和黄芩苷的分离度良好。
１２４２　线性关系考察　将“１２２”项下的各浓度
标准品溶液，按照“１２１”项下的色谱条件进行检
测，以浓度为横坐标，峰面积为纵坐标进行线性回

归，得到绿原酸（３２７ｎｍ）的回归方程Ｙ＝１０５０４ｘ＋
１８９３５（Ｒ２＝０９９９６）；黄芩苷（２７６ｎｍ）的回归方程
Ｙ＝１４６２３ｘ＋１２６１８（Ｒ２＝０９９９６）。结果表明，绿
原酸、黄芩苷分别在浓度０５～３０μＭ，０１μＭ～２０
μＭ线性良好。
１２４３　精密度试验　取“１２２”项下已配置好的
对照品溶液 ３，按“１２１”项下各指标成分色谱条
件，重复进样５次，计算黄芩苷、绿原酸５次进样峰
面积的 ＲＳＤ值。绿原酸、黄芩苷的 ＲＳＤ分别为
０６％，１２％，提示仪器精密度良好。
１２４４　稳定性试验　取“１２３”项下的供试品溶
液室温下密封保存，于 ０、２、４、８、１６ｈ取样，按
“１２１”项下各指标成分色谱条件进样测定，计算各
指标成分在各时间点峰面积 ＲＳＤ值，绿原酸、黄芩
苷分别０９％，１５％，均低于３０％，提示样品溶液
１６ｈ内稳定性良好。
１２４５　重复性试验　按“１２３”项下溶出度供试
品溶液（９０ｍｉｎ）制备方法及样品处理方法，重复制
备５份样品，按“１２１”项下各指标成分色谱条件进
样测定，计算黄芩苷、绿原酸在各时间点峰面积ＲＳＤ
值，绿原酸、黄芩苷分别为 ０１％、０６％，均低于
２０％，提示该方法的重复性良好。
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图１　样品的ＨＰＬＣ图谱
　　注：ａ样品的ＨＰＬＣ图谱，ｂ对照品的ＨＰＬＣ图谱，１绿原酸，２黄芩苷。

２　结果
以“１２３”项下最大溶出度溶液中绿原酸和黄

芩苷的含量测定结果为１００％溶出，计算绿原酸和
黄芩苷在各时间点的累积溶出率，并以溶出率为纵

坐标，时间为横坐标，绘制溶出曲线。绿原酸的溶出

度曲线如图２所示，在１８０ｍｉｎ基本都达到１００％溶
出。黄芩苷的溶出速率慢于绿原酸，在１８０ｍｉｎ时，
仅达到６５％（图３）。

图２　自制银黄片中绿原酸的溶出度曲线

图３　银黄片（自制）中黄芩苷的溶出曲线

３　讨论
用分光光度计对配制的绿原酸、黄芩苷对照品

母液在２００～４００ｎｍ波长扫描，结果显示，绿原酸在

３２７ｎｍ波长处有最大吸收，黄芩苷在２７６ｎｍ波长
处有最大吸收，因此选择３２７ｎｍ为绿原酸的检测波
长，选择２７６ｎｍ为黄芩苷的的检测波长，与文献报
道一致［４５］。

本研究采用ＨＰＬＣ法同时测定了绿原酸和黄芩
苷的含量，不仅方法简便、可靠、灵敏度高、重现性

好，而且避免了此前采用紫外分光光度法测定２种
成分时相互间的干扰，使结果更精确、可靠。本研究

发现银黄片中黄芩苷溶出慢，在３ｈ尚未溶出完全，
极有可能影响银黄片药效的发挥。因此，在自制银

黄片的处方设计时，应充分考虑辅料和工艺的选择，

以使其黄芩苷的溶出度符合要求，从而充分发挥银

黄片的药效。

药品溶出度试验作为一种模拟固体口服制剂在

胃肠道中崩解和溶出的体外试验方法，通常被作为

一种体外替代方法为体内生物等效性研究和体内外

相关性研究提供信息和指导［６］。因此，溶出度试验

在药物固体口服制剂的研发过程中具有重要的作

用。随着中药现代化，中药制剂质量控制的理念和

方法得到提升和发展。“固体制剂跟着溶出度走”，

中药固体制剂溶出度试验已成为制药工业必设的一

个质量控制项目，是评价制剂处方、生产工艺、制剂

生物利用度的重要指标［７１０］。在中药固体制剂生产

中，为达到稳定、安全、有效、可控，需要颠覆以往

“重提取、重纯化、重分离、轻成型”的思想，应以溶

出度作为衡量手段，真正创造出质量可靠、疗效显著

的药品。
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业大生产。

３　讨论
为了最大限度地将有效成分提取出来，保留处

方中各药物的有效成分，发挥各有效成分的综合治

疗作用，确保临床疗效，我们采取水提取加乙醇提取

的提取方式，前期研究结果表明，水提取加乙醇提

取，指标性成分的提取率达到最高，但同时处方的出

膏率也会提高，为确保各成分的疗效，将本处方制成

颗粒剂。预实验时，选用低体积分数的乙醇和淀粉

浆作为润湿剂和黏合剂，结果发现制成的软材黏度

太大，过筛困难，故选择７０％、８０％、９０％的乙醇作为
考察因素。中药浸膏通常黏度较大，易吸潮，不易直

接制粒，需加入一定量的辅料，文献报道，颗粒剂常

用辅 料 有 可 溶 性 淀 粉、糊 精、ＨＰＭＣ、ＣＭＣＮａ
等［１２１３］，本研究通过单因素试验对以上几种辅料进

行了考察，综合颗粒外观及制粒难易程度，最终选择

糊精作为本方辅料。为扩大本处方的适用人群，因

此将本方制成无糖颗粒剂，生产过程中没有添加糖

和其他矫味剂，处方口感较好。本研究从颗粒成型

率、休止角和吸湿率３个方面综合评价颗粒成型工
艺［１４１５］，采用加权法考察各因素对成型率的影响，考

察指标较全面，优化后的工艺简便、易行，可用于该

颗粒剂工业上批量生产。
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