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口溃散是由冰片、硼砂、青黛、黄连、黄柏等 9味药材组成
的中药散剂，为河南大学淮河医院口腔科的经验方，具有清热
解毒、消肿止痛之功效，临床上主要用于热毒蕴结所致咽喉疼
痛、牙龈肿痛、口舌生疮的治疗。青黛为口溃散的臣药，性寒，

味咸，具有清热解毒、凉血消肿、散结止痛、消斑化瘀之功效，

主要用于治疗温毒发斑、血热吐吜、胸痛咳血、口疮、痄腮、喉
痹[1]、小儿惊痫等证[2]。近期研究表明，青黛还具有镇痛、消炎
的作用[3]。靛蓝是青黛的主要活性成分之一[4]，为了有效地控
制该制剂的质量，笔者采用高效液相色谱（HPLC）法测定了口
溃散中靛蓝的含量。

1 材料
1.1 仪器

LC-2010A 型 HPLC 仪系统（日本岛津公司）；KQ-500 DB

型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；UV-2000型紫
外-可见分光光度计[尤尼柯（上海）仪器有限公司]；101型电热
鼓风干燥箱（北京中兴伟业仪器有限公司）；AL104型电子天

平[梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司]。

1.2 药品与试剂

口溃散（河南大学淮河医院自制，批号：20120905、20121124、

20130118）；靛蓝对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

110716-201111）；N，N-二甲基甲酰胺（色谱纯，天津市科密欧

化学试剂有限公司）；甲醇（色谱纯，韩国SK Chemicals公司）；

水为娃哈哈纯净水，其他试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Agilent TC-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：

甲醇-水（75 ∶ 25，V/V）；流速：1.0 ml/min；检测波长：289 nm；柱

温：30 ℃；进样量：10 μl。在上述色谱条件下，靛蓝与其他成分

峰均分离良好，分离度＞1.5，理论板数按靛蓝峰计算应不低于

1 800。

2.2 溶液的制备

2.2.1 供试品溶液的制备 取口溃散适量，置烘箱中于 50 ℃

干燥至恒质量，粉碎，量取粉末（过四号筛）约1 g，精密称定，置

具塞锥形瓶中，精密加入N，N-二甲基甲酰胺25 ml，称定质量，

放置 30 min，超声处理（功率：250 W，频率：40 kHz）30 min，放

冷，再称定质量，用N，N-二甲基甲酰胺补足减失的质量，摇匀，

吸取上清液，用0.45 μm微孔滤膜滤过，取续滤液，备用。

2.2.2 对照品贮备液的制备 精密称取靛蓝对照品 0.99 mg，
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摘 要 目的：建立测定口溃散中靛蓝含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Agilent TC-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm），流

动相为甲醇-水（75 ∶25，V/V），流速为1.0 ml/min，检测波长为289 nm，柱温为30 ℃。结果：靛蓝的进样量在0.198～1.188 μg范围内

与其峰面积积分值呈良好线性关系（r＝0.999 8）；精密度、稳定性、重复性试验的RSD均＜2％；平均加样回收率为99.61％，RSD＝

0.69％（n＝6）。结论：该方法操作简便、准确可靠、专属性强、重复性好，可用于口溃散中靛蓝的含量测定及其质量控制。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for the content determination of indigo in Koukui powder. METHODS：

HPLC was used. The determination was performed on Agilent TC-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）column with mobile phase consisted
of methanol-water（75 ∶ 25，V/V）at the flow rate of 1.0 ml/min. The detection wavelength was set at 289 nm，and the column temper-
ature was 30 ℃ . RESULTS：The linear range of indigo was 0.198-1.188 μg（r＝0.999 8）with an average recovery of 99.61％
（RSD＝0.69％，n＝6）. RSDs of precision，stability and reproducibility tests were all lower than 2％. CONCLUSIONS：The meth-
od is simple，accurate，reliable，specific and reproducible for the content determination and quality control of indigo in Koukui
powder.
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置于10 ml量瓶中，加入N，N-二甲基甲酰胺至刻度使之充分溶
解，摇匀，即得对照品贮备液（0.099 mg/ml），备用。

2.2.3 阴性对照溶液的制备 按标准处方比例配制缺青黛的
阴性样品，再按“2.2.1”项下方法制成阴性对照溶液，备用。

2.3 专属性试验

精密吸取对照品溶液、供试品溶液与阴性对照溶液各10 μl，

分别注入HPLC仪，按“2.1”项下色谱条件测定。结果表明，阴
性对照在与靛蓝对照品相同保留时间处未显色谱峰，故认为
阴性对照对靛蓝的含量测定无干扰。色谱见图1。

2.4 线性关系考察
分别精密量取对照品贮备液 2、4、6、8、10、12 μl，注入

HPLC仪，按“2.1”项下色谱条件依次测定，记录峰面积。以进
样量（x，μg）为横坐标，峰面积积分值（y）为纵坐标，进行线性回
归，得回归方程为 y＝4 913 067.532 5x－191 785.800 0（r＝

0.999 8，n＝6）。结果表明，靛蓝的进样量在 0.198～1.188 μg

范围内与其峰面积积分值呈良好的线性关系。

2.5 精密度试验
精密量取对照品贮备液适量，按“2.1”项下色谱条件连续

进样测定 6次，记录峰面积。结果显示，RSD＝0.59％（n＝6），

表明仪器精密度良好。

2.6 重复性试验
称取同一批样品（批号：20120905）适量，共 6份，分别按

“2.2.1”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进
样测定，记录峰面积，计算样品含量。结果显示，样品中靛蓝
的平均含量为24.87 μg/g，RSD＝0.63％（n＝6），表明本方法重
复性良好。

2.7 稳定性试验
精密量取同一批供试品溶液（批号：20120905）适量，于制

备后2、4、8、12、18、24 h 按“2.1”项下色谱条件分别进样10 μl，

记录峰面积。结果显示，RSD＝0.56％（n＝6），表明供试品溶
液在24 h内稳定。

2.8 加样回收率试验
精密称取已知靛蓝含量的口溃散（批号：20120905）样品9

份，每份约 1 g，分别置 50 ml具塞锥形瓶中，每 3份为一组，分
别精密加入对照品贮备液 0.8、1.0、1.2 ml，按“2.2.1”项下方法
制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面

积，以外标法定量，计算加样回收率，结果见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝6）
Tab 1 Result of recovery tests（n＝6）

取样量，g

1.023 0

1.114 5

1.054 9

1.112 4

1.078 3

1.021 6

0.981 0

1.011 0

0.997 0

样品含量，μg

25.44

27.72

26.24

27.67

26.82

25.41

24.40

25.14

24.80

加入量，μg

79.20

79.20

79.20

99.00

99.00

99.00

118.80

118.80

118.80

测得量，μg

105.10

105.78

105.54

125.98

125.45

123.83

143.10

144.26

142.08

回收率，％
100.58

98.56

100.13

99.30

99.63

99.41

99.92

100.27

98.72

x，％

99.61

RSD，％

0.69

2.9 样品含量测定
取3批样品各适量，分别按“2.2.1”项下方法制备供试品溶

液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积，以峰面积
计算样品含量。结果，3 批样品（批号分别为 20120905、

20121124、20130118）中靛蓝的含量分别为 24.87、25.12、24.03

μg/g。

3 讨论
2010年版《中国药典》（一部）青黛项下规定靛蓝的质量分

数不得少于2.0％。本试验结果表明，不同批次的口溃散样品
中靛蓝的质量分数均符合规定。

靛蓝与靛玉红是青黛的主要有效成分，两者为同分异构
体[3]。因此，笔者在预试验中也采用相同的色谱条件测定了口
溃散中靛玉红的含量。但发现其响应值太低，含量也太低，影
响结果的准确性，故在正式试验中放弃，仅采用HPLC法[5-7]测
定制剂中靛蓝的含量。

笔者参考文献 [5-7]考察了多种流动相，最终选择甲醇-水
（75 ∶ 25，V/V），分离效果较好，能达到分析要求。笔者还分别
对样品提取溶媒、提取方法、提取时间等进行了考察，结果发
现以N，N-二甲基甲酰胺为提取溶媒、超声 30 min为最佳提取
方法。

另外，靛蓝对光线较敏感，在样品提取和测定过程中应注
意避光操作。

综上，本方法操作简便、准确可靠、专属性强、重复性好，

可用于口溃散中靛蓝的含量测定及其质量控制。
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图1 高效液相色谱图
A.靛蓝对照品；B. 供试品；C. 阴性对照；1.靛蓝

Fig 1 HPLC chromatograms
A. indigo control；B. test sample；C. negative control；1. indigo
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