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摘要　目的：探讨八味茵术颗粒剂中６，７二甲氧基香豆素、白术内酯Ⅲ、白术内酯Ⅰ的含量测定方法。方法：选取ＤＩＫＭＡ
ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２）色谱柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），柱温３０℃，ＤＡＤ检测（２００～４００ｎｍ）：６，７二甲氧基香豆素的检测波
长为３４０ｎｍ，白术内酯Ⅲ的检测波长为２２０ｎｍ，白术内酯Ⅰ的检测波长为２７５ｎｍ。进样量为５μＬ，流动相为水（Ａ）乙腈
（Ｂ）梯度洗脱，流速为１ｍＬ／ｍｉｎ。结果：６，７二甲氧基香豆素在０１～１０００μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好（Ｒ２＝１００００）、
白术内酯Ⅲ在０１～１０００μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好（Ｒ２＝１００００）、白术内酯Ⅰ在０１～１０００μｇ／ｍＬ范围内线性关系
良好（Ｒ２＝１００００），其精密度、稳定性、加样回收率均符合含量测定要求。结论：本方法简单易行，准确可靠，可有效用于
八味茵术颗粒剂的质量控制。
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　　八味茵术颗粒剂为我院的自拟协定处方，经过
多年临床使用，疗效确切，由茵陈、生白术、茯苓、苍

术、黄芩、淡竹叶、泽泻、栀子９味中药组成。主要的
功效是健脾利湿。临床用于皮肤科湿疮、湿疹，对于

脾失健运的胃肠道症状，如胃纳差、恶心腹胀、大便

溏泄等也具有很好的效果。方中茵陈清利湿热、利

湿，白术健脾益气、燥湿利尿，共为君药，行健脾利湿

之功，在我院皮肤科得到广泛应用。为了更好的控

制该制剂的质量，选用高效液相色谱法进行含量测

定，选用方中君药的有效成分６，７二甲氧基香豆素，
白术内酯Ⅲ和白术内酯Ⅰ作为指标性成分。

１　仪器与试药
１１　仪器　ＳａｒｔｏｒｉｕｓＢＴ１２５Ｄ电子天平（赛多利斯
科学仪器（北京）有限公司）；ＳＨＩＭＡＺＵＬＣ２０３０Ｃ
３Ｄ高效液相色谱仪（日本ＳＨＩＭＡＺＵ公司）；ＨＷＳ２６
型电热恒温水浴锅（上海一恒科学仪器有限公司）；

ＤＺＦ６０５０ＭＢＥ型真空干燥箱（上海精密实验设备有
限公司）；ＡＣ２２０２４０Ｖ超声波清洗机（深圳深华泰超
声洗净设备有限公司）。

１２　试剂　６，７二甲氧基香豆素（中国药品生物制
品检定所，批号：１１１７４０２００７０２）；白术内酯Ⅲ（中国
药品生物制品检定所，批号：１１１９７８２０１５０１）；白术
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内酯Ⅰ（中国药品生物制品检定所，批号：１１１９７５
２０１５０１）；乙腈［高效液相色谱法（ＨＰＬＣ），ＭＥＲＣＫ，
德国］；甲醇（ＨＰＬＣ，ＭＥＲＣＫ，美国）。
１３　分析样品　八味茵术颗粒（自制，批号：
１７１２０３、１７１２２５、１８０４０２）。本品为浅棕色或棕色颗
粒状，气微，味苦。粒度、含水量、颗粒溶化性均符合

《中华人民共和国药典》２０１５年版的规定。
２　方法与结果
２１　色谱条件　ＤＩＫＭＡＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２）色谱柱
（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），柱温３０℃，ＤＡＤ检测
（２００～４００ｎｍ），流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为５μＬ，
流动相为水（Ａ）乙腈（Ｂ）梯度洗脱，０～１００ｍｉｎ，
５５％ ＭＰＢ，１００～２５０ｍｉｎ，５５％～９５％ＭＰＢ，２５０～
２５１ｍｉｎ，９５％～５５％ＭＰＢ，２５１～３００ｍｉｎ，５５％
ＭＰＢ。理论板数按 ３种标准品 ６，７二甲氧基香豆
素、白术内酯Ⅲ、白术内酯Ⅰ峰计算应不低于３０００。
对照品和样品的色谱图见图１。

图１　八味茵术颗粒剂对照品溶液和样品溶液的ＨＰＬＣ图
　　注：１：６，７二甲氧基香豆素，２：白术内酯 ＩＩＩ，３：白术内酯 Ｉ；Ａ，Ｃ，

Ｅ为对照品溶液，Ｂ，Ｄ，Ｆ为样品溶液

２２　对照品溶液的制备　取６，７二甲氧基香豆素、
白术内酯Ⅲ、白术内酯Ⅰ对照品适量，精密称定，加
甲醇制成每 １ｍＬ含 １０ｍｇ的溶液。精密量取 １
ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，
０４５μｍ滤膜滤过，即得。
２３　供试品溶液的制备　精密量取八味茵术颗粒
２００ｇ，置２０ｍＬ具塞锥形瓶中，加入２５ｍＬ甲醇：
水（１∶１），室温超声提取１５ｍｉｎ，过滤，取续滤液 ５
ｍＬ，转移至５０ｍＬ容量瓶中，加流动相定容至刻度，
摇匀，即得含量测定的样品溶液。

２４　专属性试验　精密吸取６，７二甲氧基香豆素、
白术内酯ＩＩＩ、白术内酯Ｉ对照品溶液，按２２２项下
的色谱条件进行测定；精密量取八味茵术颗粒适量，

按照２２１供试品溶液的制备项下制备样品溶液，
依照２２２项下的色谱条件进行测定，建立各样品
的特征图谱，理论板数按３种标准品６，７二甲氧基
香豆素、白术内酯 ＩＩＩ、白术内酯 Ｉ峰计算应不低于
３０００。对照品和样品的色谱图见图１。
２５　线性关系考察　精密称取６，７二甲氧基香豆
素、白术内酯Ⅲ、白术内酯Ⅰ对照品适量，分别配成
浓度为０１μｇ／ｍＬ、０３μｇ／ｍＬ、１０μｇ／ｍＬ、３０μｇ／
ｍＬ、１００μｇ／ｍＬ、３００μｇ／ｍＬ、１０００μｇ／ｍＬ的溶
液，分别精密吸取上述各对照品溶液５μＬ，按２１项
下的色谱条件测定，以６，７二甲氧基香豆素、白术内
酯Ⅲ、白术内酯Ⅰ对照品的浓度（μｇ／ｍＬ）为横坐标，
以峰面积（Ａ）为纵坐标绘制标准曲线，计算得回归
方程。见表１。其标准曲线见图２～４。

表１　线性关系

对照品 标准曲线 相关系数
线性范围

（μｇ／ｍＬ）
６，７二甲氧基香豆素 ｙ＝１６４９７ｘ－１０７１９ １００００ ０１～１０００

白术内酯Ⅲ ｙ＝１３２１４ｘ－５６５０３ １００００ ０１～１０００
白术内酯Ⅰ ｙ＝２５７３５ｘ－２８２４４ １００００ ０１～１０００

图２　６，７二甲氧基香豆素含量测定标准曲线

图３　白术内酯Ⅲ含量测定标准曲线

图４　白术内酯Ⅰ含量测定标准曲线

２６　中间精密度试验　取按照２２和２３项下制
备八味茵术颗粒的样品溶液，连续进样５次，记录峰
面积Ａ，计算６，７二甲氧基香豆素、白术内酯Ⅲ、白
术内酯Ⅰ浓度的 ＲＳＤ值。测定结果表明６，７二甲
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氧基香豆素、白术内酯Ⅲ、白术内酯Ⅰ的进样精密度
良好。见表２。
表２　６，７二甲氧基香豆素、白术内酯Ⅲ、白术内酯Ⅰ含量

测定的精密度试验（ｎ＝５）

化合物 试验号
含量测定浓度

（μｇ／ｍＬ）
平均

（μｇ／ｍＬ）
ＲＳＤ
（％）

６，７二甲氧基香豆素 １ ２００９ ２０６９ ０５５
２ ２１０１
３ ２０７４
４ ２１４２
５ ２０２２

白术内酯Ⅲ １ １９３９ １９９８ ０５５
２ ２０２７
３ ２００１
４ ２０７３
５ １９５２

白术内酯Ⅰ １ １９８０ ２０５０ ０５２
２ ２０６８
３ ２０５１
４ ２１２１
５ ２０２９

２７　供试品溶液稳定性试验　按照２２和２３项
下操作，制备八味茵术颗粒的样品溶液，进样分析。

于４、８、１２、２４ｈ后分别再次进样分析，记录并比较
６，７二甲氧基香豆素、白术内酯Ⅲ、白术内酯Ⅰ含量
的变化，评价样品溶液中６，７二甲氧基香豆素、白术
内酯Ⅲ、白术内酯Ⅰ室温放置不同时间的稳定情况。
测定结果表明６，７二甲氧基香豆素、白术内酯Ⅲ、白
术内酯Ⅰ在室温放置 ２４ｈ之内稳定性良好。见
表３。
表３　６，７二甲氧基香豆素、白术内酯Ⅲ、白术内酯Ⅰ

含量测定的稳定性试验（ｎ＝３）

化合物
放置时间

（ｈ）
含量测定浓度

（μｇ／ｍＬ）
平均

（μｇ／ｍＬ）
ＲＳＤ
（％）

６，７二甲氧基香豆素 ０ ２０７９ ２０７２ １０３
４ ２０９４
８ ２０８４
１２ ２０４０
２４ ２０６１

白术内酯Ⅲ ０ ２００９ １９９７ １１７
４ １９８５
８ ２０１４
１２ ２０１５
２４ １９６１

白术内酯Ⅰ ０ ２０４２ ２０５３ ０７８
４ ２０３４
８ ２０６７
１２ ２０７２
２４ ２０５０

２８　重复性试验　按照２２和２３项下操作，制备
八味茵术颗粒的样品溶液，进样分析。平行测定６

份，记录峰面积 Ａ，计算６，７二甲氧基香豆素、白术
内酯Ⅲ、白术内酯Ⅰ浓度的 ＲＳＤ值。测定结果表明
重复性良好。见表４。
表４　６，７二甲氧基香豆素、白术内酯Ⅲ、白术内酯Ⅰ含量

测定的重复试验（ｎ＝６）

化合物 试验号
含量测定浓度

（μｇ／ｍＬ）
平均

（μｇ／ｍＬ）
ＲＳＤ
（％）

６，７二甲氧基香豆素 １ ２９５１ ２９４７ ００７
２ ２９４６
３ ２９４７
４ ２９４９
５ ２９４５
６ ２９４７

白术内酯Ⅲ １ ２９６１ ２９５８ ００７
２ ２９５９
３ ２９５７
４ ２９５５
５ ２９５７
６ ２９５８

白术内酯Ⅰ １ ２９６３ ２９６３ ００８
２ ２９６３
３ ２９６１
４ ２９５９
５ ２９６５
６ ２９６５

２９　回收率试验　取八味茵术颗粒２０ｇ，精密称
定，置２０ｍＬ具塞锥形瓶中，加入２０ｍＬ甲醇：水（１
∶１），室温超声提取１５ｍｉｎ，再称定重量，用甲醇补足
减失的重量，过滤，取续滤液进行 ＨＰＬＣ测定，得到
样品中６，７二甲氧基香豆素、白术内酯Ⅲ、白术内酯
Ⅰ的含量Ａｍｇ。

取八味茵术颗粒２０ｇ和相应对照品 Ｂｍｇ，精
密称定，置２０ｍＬ具塞锥形瓶中，加入２０ｍＬ甲醇：
水（１∶１），室温超声提取１５ｍｉｎ，再称定重量，用甲醇
补足减失的重量，过滤，取续滤液进行 ＨＰＬＣ测定，
得到样品中６，７二甲氧基香豆素、白术内酯Ⅲ、白术
内酯Ⅰ的含量Ｃｍｇ。平行３份。见表５。
表５　ＨＰＬＣ法测定６，７二甲氧基香豆素、白术内酯Ⅲ、

白术内酯Ⅰ的加样回收率（ｎ＝３）

化合物
加入量

（μｇ）
加样回收率

（％）
平均

（％）
ＲＳＤ
（％）

６，７二甲氧基香豆素 ２００２５ ９６０３ １０１０５ ４４１
２０２０５ １０４５４
２００６６ １０２５７

白术内酯Ⅲ ２００００ ９８９９ １０１３１ ３２４
１９９５６ ９９８８
２０１６５ １０５０７

白术内酯Ⅰ ２０１４６ １０７８０ １０４６１ ４６９
２００３５ ９８９５
２０００８ １０７０８
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　　加样回收率的计算如下：

回收率＝Ｃ－ＡＢ ×１００％

２１０　样品测定结果　分别称取制备的３批八味茵
术颗粒，按照２２和２３项下操作，制备八味茵术颗
粒样品溶液，进样分析。见表６。

表６　３批八味茵术颗粒含量测定结果（ｎ＝２）

批次
６，７二甲氧基香豆素
含量（μｇ／ｇ）

白术内酯Ⅲ含量
（μｇ／ｇ）

白术内酯Ⅰ含量
（μｇ／ｇ）

１７１２０３ ４１０ ３４２２ １２２
１７１２２５ ４０８ ３６００ １２９
１８０４０２ ３７７ ３４１５ １２５

３　讨论
八味茵术颗粒剂为基于中医药理论而成的纯中

药制剂，由茵陈、生白术、茯苓、苍术、黄芩、淡竹叶、

泽泻、栀子等８味中药组成。白术和茵陈为方中君
药。白术对消化体统、免疫系统、泌尿系统有多种药

理作用［１１０］，比较明确的是白术有健脾益气、调节胃

肠运动的功能的特点，能够使唾液淀粉酶活性增强、

对肠管功能进行调节、对肠管吸收具有促进作用，有

实验证明白术内酯Ⅰ为健脾的有效成分［１１］。茵陈

利湿退黄，同样具有多种的药理作用［１２１７］，主要体现

在保肝利胆、调节免疫、抗病原微生物等方面，其中

６，７二甲氧基香豆素有利尿、降低胆固醇和三酰甘
油之功效［１８１９］；由于中药复方成分复杂，干扰因素

多，因此需要一个简单可行的含量测定方法来监测

八味茵术颗粒的质量，虽然有时中药复方中有效成

分往往不是含量最高的，有的甚至很难检测到，为含

量测定带来难度，如白术内酯Ⅰ，预实验选用ＲＩＧＯＬ
的ＨＰＬＣ基本检测不到，但是白术的内酯类成分是
活性成分，最后选用 ＳＨＩＭＡＺＵＬＣ２０３０Ｃ３Ｄ的
ＨＰＬＣ进行含量测定，以君药茵陈、白术中的有效活
性成分作为含量测定的指标性成分。

查阅有关白术内酯Ⅲ、白术内酯Ⅰ和６，７二甲
氧基香豆素含量测定的文献［２０２４］，并且结合预实验

的数据发现白术内酯Ⅲ在２２０ｎｍ波长处有最大紫
外吸收，白术内酯Ⅰ在２２０ｎｍ波长处的紫外响应却
很低，但是在２７５ｎｍ处有最大吸收；而６，７二甲氧
基香豆素在 ２７５ｎｍ波长处几乎没有紫外吸收，在
３４０ｎｍ波长处有最大紫外吸收，首先选择了检测波
长切换的方法对其进行含量测定：０～５０ｍｉｎ检测
波长为 ３４０ｎｍ，５０１～１２０ｍｉｎ检测波长为 ２２０
ｎｍ，１２０１～３００ｍｉｎ检测波长为２７５ｎｍ，但是最终
得到的液相图谱基线不稳定，于是最终确定 ＨＰＬＣ
ＤＡＤ全波长扫描法对其进行含量测定。

预实验同样对提取溶剂和提取时间的选择进行

了考察。提取溶剂选择了甲醇：水（１∶１）、甲醇和水
３种，提取方式选择超声，分别考察了颗粒剂在 １５
ｍｉｎ，３０ｍｉｎ和４５ｍｉｎ的３种有效成分的提取率，指
标性成分对于提取溶剂的敏感度各不相同：６，７二
甲氧基香豆素在纯甲醇中几乎没有被提取，白术内

酯Ⅲ在水中提取率最高，但白术内酯Ⅰ在水中提取
率最低。指标性成分对于提取时间的敏感度也各不

相同：白术内酯Ⅲ在水中提取率随时间延长而增加，
但是在甲醇中却随时间延长而降低；６，７二甲氧基
香豆素不管在何种溶剂中其提取率均随时间的延长

而降低；白术内酯Ⅰ在水中提取率不随时间变化，但
在甲醇中提取率随时间延长而增加，却在甲醇：水（１
∶１）中随时间延长而降低。故综合考虑，最终选择甲
醇：水（１∶１）作为提取溶剂，提取时间为１５ｍｉｎ。

预实验对含量测定的流动相和色谱柱进行了简

单的考察。流动相选择了乙腈和不同浓度的磷酸
水溶液（００５％，０１％，１０％）梯度洗脱，基本无差
异，故最后选择比较简单的乙腈水作为流动相。色
谱柱首先选择 ＰｈｅｎｏｍｅｎｘＬｕｎａＣ１８（２）色谱柱（４６
ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），白术内酯Ⅲ和白术内酯Ⅰ能
得到有效分离，峰形良好，但是６，７二甲氧基香豆素
无论何种流动相，峰形都不理想，后来改为 ＤＩＫＭＡ
ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２）（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）的色谱
柱，３种指标性成分的峰形和分离情况都良好，故色
谱柱选择ＤＩＫＭＡＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２）。

通过对八味茵术颗粒的性状、粒度、含水量、溶

化性、含量测定等研究，建立了其质量标准的方法，

通过控制方中活性成分的白术内酯Ⅲ、白术内酯Ⅰ
和６，７二甲氧基香豆素的含量，为八味茵术颗粒的
药效指标及临床疗效的重复性和稳定性提供了保

障，也为中试产品的质量标准建立奠定了方法学基

础。利用ＤＡＤ检测器建立多波长高效液相色谱法，
可在同一色谱条件下利用不同检测窗口实现多类组

分、多个成分的同时定性、定量测定，提高了效率。

该方法简单易行，准确可靠，可有效用于八味茵术颗

粒剂的质量控制。
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