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  [ 摘要]  目的: 建立清咽颗粒质量控制方法。方法: 采用薄层色谱法( TLC) 对制剂中黄芩、山麦冬、金银花进行定性鉴别;

采用高效液相色谱法对制剂中的君药黄芩中的黄芩苷进行含量测定。结果: 薄层色谱可鉴别出金银花、黄芩、山麦冬的特征斑

点, 而阴性对照无干扰; 黄芩苷在 18 ～66 μg· mL - 1 范围内呈线性关系 ( r = 0. 999 4, n = 5) , 平均回收率为 100. 8% ( RSD

0. 48% , n = 9) 。结论: 本方法操作简便, 结果准确、可靠, 可用于清咽颗粒的质量控制。
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  清咽颗粒是常用制剂, 由金银花、南沙参、山麦

冬、玄参、石斛、桔梗、黄芩、薄荷、甘草等多味中药组

成, 经多年的临床实践证实, 该制剂具有养阴清热,

解毒利咽, 利气化痰, 生津降火之功效, 临床主要用

于急、慢性咽炎的治疗, 疗效确切。为有效控制该制

剂的质量, 快速鉴别药材的真伪, 本文采用薄层色谱

法( TLC) 对处方中的金银花、黄芩、山麦冬分别进行

了定性鉴别; 采用高效液相色谱法对制剂中的君药

黄芩中的有效成分黄芩苷进行含量测定。为控制其

质量, 提供依据。

1 材料

大连依利特高效液相色谱仪, 十八烷基硅烷键

合硅胶色谱柱( 4. 6 mm×200 mm, 5 μm) ; P230 高压

恒流泵, UV230 紫外-可见检测器; ZF-I 三用紫外分

析仪( 上海顾村电光仪器厂 ) ; 清咽颗粒 ( 邢台市眼

科医院制剂室自制, 批号 080924, 081213, 090316) ;

绿原酸对照品( 批号 110753-200413) 、黄芩苷对照品

( 批号 110715-200212) , 山麦冬对照药材 ( 批号 1136-

200001) 均由中国药品生物制品检定所提供。甲醇为

色谱纯, 所用试剂均为分析纯。

2 薄层鉴别

2.1 黄芩
[ 1-2]

 取本品 10 g, 研细, 加甲醇 40 mL,

超声 15 min, 过滤, 滤液蒸干, 残渣加水 20 mL溶解,

用稀盐酸调 pH 至 2, 用乙酸乙酯振摇提取 2 次, 每

次 20 mL, 合并乙酸乙酯提取液, 蒸干, 残渣加甲醇 1

mL使溶解, 作为供试品溶液; 另取黄芩苷对照品, 加

甲醇制成每 1 mL含 2 mg的溶液, 作为对照品溶液;

取除黄芩以外的药材, 按样品制备工艺制成阴性对

照样品, 再按供试品溶液的制备方法同法制成阴性

对照溶液。照薄层色谱法试验
[ 3]

, 吸取上述 3 种溶

液各 10 μL, 分别点于同一硅胶 G 薄层板上, 以乙酸

丁酯-甲酸-水( 7∶4∶3) 的上层液为展开剂, 展开, 取

出, 晾干。喷以 2% 三氯化铁乙醇溶液, 结果供试品

色谱中, 在与对照品色谱相应的位置上, 显相同颜色

的斑点, 而阴性对照液色谱中无相应斑点。

2.2 山麦冬
[ 3]

 取本品 10 g, 加水 20 mL 溶解, 加

盐酸 3 mL, 置水浴加热 1 h, 放冷, 离心, 过滤, 滤液

加乙醚振摇提取 2 次, 每次 20 mL, 分取乙醚液水浴

蒸干, 残渣加三氯甲烷 1 mL 使溶解, 作为供试品溶

液; 另取山麦冬对照药材 1 g, 加水 60 mL, 煎煮 30

min, 滤过, 滤液浓缩至约 10 mL, 加盐酸 3 mL, 置水

浴中加热 1 h, 放冷, 加乙醚振摇提取 2 次, 每次 20

mL, 分取乙醚液, 水浴蒸干, 残渣加三氯甲烷 1 mL

使溶解, 作为对照药材溶液; 取除麦冬以外的药材,

按照样品制备工艺制成阴性对照样品, 再按照供试

品溶液的制备方法同法制成阴性对照溶液。照薄层

色谱法试验
[ 3 ] , 吸取上述 3 种溶液各 3 μL, 分别点

于同一硅胶 G 薄层板上, 以三氯甲烷-丙酮 ( 4∶1) 为

展开剂, 展开, 取出, 晾干, 喷以 10% 硫酸乙醇溶液,

在 105 ℃加热至斑点显色清晰。结果, 供试品色谱

中, 在与对照药材色谱相应的位置上, 显相同颜色的

斑点, 而阴性对照液色谱中无相应斑点。
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图 1 黄芩苷样品、对照品、阴性样品 HPLC 色谱图

A. 对照品溶液 ; B 样品溶液 ; C 阴性样品溶液 ; 1. 黄芩苷  

2.3 金银花
[ 4]

 取本品 10 g, 研细, 加甲醇 40 mL,

超声 15 min, 过滤, 滤液蒸干, 残渣加水 10 mL 使溶

解, 加乙酸乙酯提取两次, 每次 20 mL, 合并乙酸乙

酯液, 蒸干, 加甲醇 1 mL 溶解, 作为供试品溶液; 另

取绿原酸对照品, 加甲醇制成每 1 mL 含 1mg 的溶

液, 作为对照品溶液; 取除金银花以外的药材, 按照

样品制备工艺制成阴性对照样品, 再按照供试品溶

液的制备方法同法制成阴性对照溶液。照薄层色谱

法试验
[ 3] , 吸取上述 3 种溶液各 10μL, 分别点于同

一以羧甲基纤维素钠为黏合剂的硅胶 H 薄层板上,

以乙酸丁酯-甲酸-水 ( 7∶2. 5∶2. 5) 的上层液为展开

剂, 展开, 取出, 晾干, 在紫外光灯 ( 365 nm) 下检视,

结果在供试品色谱中, 在与对照品色谱相应的位置

上, 显相同颜色的荧光斑点, 而阴性对照液色谱中无

相应斑点。

3 含量测定

3.1 色谱条件 色谱柱 C18柱( 4. 6 mm×200 mm, 5

μm) ; 检测波长 280 nm, 流速 1. 0 mL·min
- 1

; 流动

相甲醇-水-磷酸( 47∶53∶0. 2) ; 进样量 20 μL。在上

述色谱条件条件下, 分别取对照品溶液和样品溶液

及阴性样品溶液进样。所得色谱图 1, 黄芩苷与相

邻其他组分峰分离完全, 分离度为 12. 43, 保留时间

为 23. 10 min, 理论塔板数为26 860, 阴性样品无干

扰。

3.2 溶液的制备

3.2.1 对照品溶液  精密称取黄芩苷对照品 15

mg, 置 50 mL量瓶中, 加甲醇溶解并稀释至刻度, 摇

匀, 作为贮备液, 再精密量取 1 mL置 10 mL量瓶中,

加甲醇稀释至刻度, 摇匀, 即得含黄芩苷为 30μg·

mL - 1
的对照品溶液。

3.2.2 供试品溶液  取 10 包颗粒, 混合均匀, 研

细, 精密称定 1 g, 置具塞锥形瓶中, 精密加入 70% 甲

醇 20 mL, 精密称定, 超声处理 20 min, 放冷, 用 70%

甲醇补足减失的质量, 离心 2 min, 取上清液, 用 0. 45

μm膜过滤, 作为样品溶液。

3.2.3 阴性样品溶液  按处方比例制备缺黄芩的

阴性样品, 依 3.2.2项下制备阴性样品溶液。

3.3 线性关系考察  分别精密量取对照品贮备液

0. 6, 1. 0, 1. 4, 1. 8, 2. 2 mL置 10 mL量瓶中, 加 70%

甲醇稀释至刻度, 摇匀, 即得每 1 mL 含黄芩苷 18,

30, 42, 54, 66 μg 的对照品溶液。各精密量取 20 μL

进样, 以上述色谱条件进行测定。以峰面积 ( Y) 与

对照品质量 ( X) 进行线性回归, 得黄芩苷的回归方

程为 Y =88. 75X - 136. 8( r =0. 999 4, n = 5) , 线性范

围为 18 ～66 μg·mL - 1 ; 结果表明, 黄芩苷在相应范

围内线性关系良好。

3.4 精密度试验  精密量取 3. 2.1 项下的对照品

溶液, 按上述色谱条件重复进样 5 次, 黄芩苷峰面积

积分值的 RSD 为 0. 36% 。

3.5 重复性试验 取同一批号清热明目颗粒( 批号

为 090324) 6 份, 按 3.2.2 项下方法制备样品溶液,

以上述色谱条件测定黄芩苷的峰面积, 计算含量,

RSD 分别为 0. 49% 。

3.6 稳定性试验 精密量取同一批号的样品溶液,

分别于 0, 2, 4, 6, 8, 10 h进样 1 次, 测定含量, 结果表

明, 在 10 h 内黄芩苷的含量均无明显变化, RSD 分

别为 0. 38% 。
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3.7 加样回收率试验  精密称取黄芩苷对照品

183. 5 mg置 50 mL 量瓶中, 加 70% 甲醇溶解并稀释

至刻度, 摇匀, 再精密量取 5 mL 置 50 mL 量瓶中加

70% 甲醇稀释至刻度, 摇匀, 作为测回收率对照品溶

液备用; 精密称取已知含量的清热明目颗粒 0. 5 g 9

份, 分别置具塞锥形瓶中, 再精密加入上述对照品溶

液适量, 依“3. 2. 2”项下的方法, 精密加入 70% 甲醇

至 20 mL, 测定含量进行回收率试验, 结果见表 1。
表 1 黄芩苷的加样回收率 ( n = 9 )

样品质

量 /g
样品含

量 /μg
对照品加

入量 /μg
测得量

/μg
回收率

/%
平均回收

率 /%
RSD
/%

0. 499 4 366. 28 293. 6 664. 28 101. 2

0. 500 8 366. 87 293. 6 663. 11 100. 7

0. 500 3 366. 50 293. 6 664. 50 101. 2

0. 500 3 366. 50 367. 0 733. 87 100. 1

0. 501 2 367. 16 367. 0 735. 99 100. 5 100. 8 0. 48

0. 501 0 367. 02 367. 0 740. 26 101. 7

0. 499 6 365. 99 440. 4 809. 32 100. 8

0. 499 2 365. 70 440. 4 807. 56 100. 4

0. 500 6 366. 72 440. 4 810. 79 101. 0

3.8 样品含量测定  精密称取 3 批清热明目颗粒

样品, 按“3. 2. 2”项下方法制备样品溶液及“3.2. 1”

项下对照品混合溶液, 分别进样 20 mL, 按外标法计

算含量, 结果见表 2。
表 2 3 批样品中黄芩苷含量测定结果 ( n = 3)

批号 含量 / ( μg /g) RSD/ %

080417 721. 26 0. 28

080724 613. 48 0. 39

080903 732. 57 0. 38

4 讨论

4.1 提取条件的考察 本实验精密称取 1 g 样品,

分别用 20% 甲醇, 50% 甲醇, 70% 甲醇, 100% 甲醇

20 mL超声提取 10 min, 测定含量, 结果, 70% 甲醇

的提取液中黄芩苷的含量最高。又分别精密称取 1

g 样品, 加 70% 甲醇 20 mL, 超声时间分别为 10 min,

20 min, 30 min, 测定黄芩苷含量, 结果, 超声 20 min

的颗粒黄芩苷含量高, 故确定提取条件为 70% 甲

醇, 超声 20 min。

4.2 流动相的选择  文献中测定黄芩苷的流动相

较多, 本实验比较了 2 种流动相
[ 3 , 5]

, 结果甲醇-水-

磷酸( 47∶53∶0. 2) 的分离效果较好, 故选用其作为流

动相, 280 nm作为检测波长。

本中药制剂疗效确切, 效果显著, 根据医院制剂

的实际情况, 寻找简便、快速并具有较强专属性的方

法, 起到有效控制质量的目的。本方法采用薄层色

谱法对清咽颗粒中的中药—金银花、黄芩、山麦冬进

行鉴别, 采用高效液相色谱法对黄芩苷进行含量测

定, 其方法简便易行, 层析分离清晰, 斑点集中, 阴性

对照无干扰, 重复性好, 专属性强, 灵敏度高, 可用于

该药品的质量控制。
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