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HPLC切换波长法同时测定健脾止泻宁颗粒中盐酸小檗碱和黄
芩苷的含量Δ
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摘 要 目的：建立同时测定健脾止泻宁颗粒中盐酸小檗碱和黄芩苷含量的方法。方法：采用高效液相色谱切换波长法。色谱柱

为Hypersil BDS C18，流动相为甲醇-0.45％磷酸溶液-三乙胺（50 ∶ 49 ∶ 1，V/V/V），流速为 1.0 mL/min，检测波长为 265 nm（盐酸小檗

碱）、280 nm（黄芩苷），柱温为30 ℃，进样量为10 μL。结果：盐酸小檗碱和黄芩苷检测进样量线性范围分别为60.3～312.8 ng（r＝

0.999 7）、81.5～368.9 ng（r＝0.999 9）；定量限分别为0.666 8、0.774 0 ng，检测限分别为0.222 6、0.258 0 ng；中间精密度、稳定性、重

复性试验的RSD均小于1.0％；加样回收率分别为96.48％～99.30％（RSD＝1.06％，n＝6）、95.20％～99.39％（RSD＝1.66％，n＝6）；

耐用性试验的RSD均小于2.0％。结论：该方法操作简便，精密度、稳定性、重复性、准确度、耐用性均较好，可用于健脾止泻宁颗粒

中盐酸小檗碱和黄芩苷含量的同时测定。

关键词 健脾止泻宁颗粒；高效液相色谱切换波长法；盐酸小檗碱；黄芩苷；含量测定
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for simultaneous determination of berberine hydrochloride and baicalin in

Jianpi zhixiening granules. METHODS：HPLC switching walvelength method was adopted. The determination was performed on

Hypersil BDS C18 column with mobile phase consisted of methanol-0.45％ phosphoric acid solution-triethylamine（50 ∶ 49 ∶ 1，V/V/V）

at the flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelength was set at 265 nm（berberine hydrochloride）and 280 nm（baicalin）. The

column temperature was set at 30 ℃，and sample size was 10 μL. RESULTS：The linear range of berberine hydrochloride and

baicalin were 60.3-312.8 ng（r＝0.999 7）and 81.5-368.9 ng（r＝0.999 9）. The limits of quantitation were 0.666 8，0.774 0 ng，and
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健脾止泻宁颗粒系国家中药保护品种，由党参、莲

子、白扁豆、黄连、黄芩、金银花、山楂、车前子（盐炙）、建

曲、干姜等10味中药材组合而成[1]，具有清热除湿、抗炎

镇痛[2]、促消化、促吸收、止泻[3-4]、增强免疫功能[5]和改善

肠道微生态环境[6]等功效，临床上用于治疗小儿脾虚湿

热型急性腹泻[7]、小儿迁延性腹泻病（脾虚湿热证）[8]、溃

疡性结肠炎[9]。该药现行国家药品标准[10]含量测定项中

仅以薄层色谱法（TLC）扫描测定黄连有效成分盐酸小

檗碱的含量。方中黄连有效成分盐酸小檗碱对细菌有

明显的抑制作用[11]；黄芩有效成分为黄酮类化合物，其

中黄芩苷含量较高，具有多种生物活性，且有抑菌、抑

制病毒的作用[12]。本研究以高效液相色谱（HPLC）切换

波长法同时测定健脾止泻宁颗粒中盐酸小檗碱和黄芩

苷的含量，以期为提高该制剂的质量标准提供依据。

1 材料
1.1 仪器

LC-2030型 HPLC 仪（包括在线脱气机、二元高压

泵、自动进样器、二级管阵列检测器、LabSolutions色谱

工作站）、UV-2450型紫外-可见分光光度计（日本 Shi-

madzu公司）；CP225D型电子分析天平、BS124S型电子

分析天平 [ 赛多利斯科学仪器（北京）有限公司]；

KQ5200B型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。

1.2 试药

健脾止泻宁颗粒（重庆希尔安药业有限公司，批号：

170101、170501、170901，规格：3 g/袋）；盐酸小檗碱对照

品（批号：110713-201212，纯度：86.7％）、黄芩苷对照品

（批号：110715-201318，纯度：93.3％）均购于中国食品药

品检定研究院；N，N-二甲基甲酰胺（DMF）、甲醇为色谱

纯，其余试剂均为分析纯，水为纯化水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Hypersil BDS C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；

流动相：甲醇-0.45％磷酸溶液-三乙胺（50 ∶ 49 ∶ 1，V/V/

V）；流速：1.0 mL/min；检测波长：265 nm（盐酸小檗碱）、

280 nm（黄芩苷）；柱温：30 ℃；进样量：10 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 精密称取盐酸小檗碱、黄芩苷

对照品各适量，精密称定，加 DMF 5 mL，超声（功率：

200 W，频率：40 kHz，下同）处理5 min，加甲醇稀释制成

盐酸小檗碱、黄芩苷质量浓度均约为 300 μg/mL的混合

对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 取样品0.6 g，研细，精密称定，置于

具塞锥形瓶中，加DMF 5 mL，超声处理 5 min，放冷，加

甲醇稀释定容至 50 mL，摇匀，经 0.45 μm 微孔滤膜滤

过后，取续滤液，即得。

2.2.3 阴性对照溶液 按健脾止泻宁颗粒处方和工艺

分别制备缺黄连、缺黄芩的阴性样品，并按“2.2.2”项下

方法制成阴性对照溶液。

2.3 系统适用性试验

取“2.2”项下混合对照品溶液、供试品溶液各适量，

按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱图，详见图

1。结果，在 265 nm 波长处，盐酸小檗碱色谱峰与其他

色谱峰呈基线分离，理论板数以盐酸小檗碱峰计大于

4 000，分离度大于3.0；在280 nm波长处，黄芩苷色谱峰

与其他色谱峰呈基线分离，理论板数以黄芩苷峰计大于

6 000，分离度大于2.0。

2.4 专属性试验

取上述混合对照品溶液、阴性对照溶液各适量，按

“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱图，详见图 1。

结果，在与盐酸小檗碱或黄芩苷对照品保留时间相同

处，阴性对照无色谱峰干扰，表明专属性良好。

2.5 线性关系考察

分别精密量取“2.2.1”项下混合对照品溶液0.2、0.4、

0.6、0.8、1.0 mL，分别置于10 mL量瓶中，加甲醇定容，制

成系列混合对照品溶液。精密量取上述系列混合对照

品溶液各10 μL，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰

面积。以盐酸小檗碱和黄芩苷进样量（x，ng）为横坐标、

the limits of detection were 0.222 6，0.258 0 ng，respectively. RSDs of intermediate precision，stability and repeatability tests were

all lower than 1.0％ . The recoveries were 96.48％ -99.30％（RSD＝1.06％，n＝6） and 95.20％ -99.39％（RSD＝1.66％，n＝6），

respectively. RSDs of durability test were all lower than 2.0％ . CONCLUSIONS：The method is simple，precise， stable，

reproducible，accurate and durable. It can be used for simultaneous determination of berberine hydrochloride and baicalin in Jianpi

zhixiening granules.

KEYWORDS Jianpi zhixiening granules；HPLC switching walvelength method；Berberine hydrochloride；Baicalin；Content determination
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图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms

1

··1325



中  
国  
药  
房  
网 

www
.chi
na-
phar
mac
y.co
m

China Pharmacy 2018 Vol. 29 No. 10 中国药房 2018年第29卷第10期

峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，得盐酸小檗碱和黄

芩苷回归方程分别为 y＝52 647x+930.8（r＝0.999 7）、

y＝59 742x－154.9（r＝0.999 9）。结果表明，盐酸小檗碱

和黄芩苷检测进样量线性范围分别为 60.3～312.8、

81.5～368.9 ng。

2.6 定量限与检测限考察

分别精密量取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，倍

比稀释，并按“2.1”项下色谱条件进样测定。当信噪比为

10 ∶ 1时，得盐酸小檗碱和黄芩苷定量限分别为0.666 8、

0.774 0 ng；当信噪比为 3 ∶ 1时，得盐酸小檗碱和黄芩苷

检测限分别为0.222 6、0.258 0 ng。

2.7 中间精密度试验

由不同分析人员于不同时间，精密称取样品（批号：

170501），共6份，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再

按“2.1”项下色谱条件连续进样，记录峰面积并计算含

量，结果见表1。

表1 中间精密度试验结果（n＝12）

Tab 1 Results of intermediate precision tests（n＝12）

人员

分析人员甲

分析人员乙

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

盐酸小檗碱

含量，
mg/g

5.74

5.71

5.76

5.79

5.77

5.76

5.74

5.77

5.60

5.68

5.72

5.74

平均值，
mg/g

5.73

RSD，
％

0.89

黄芩苷

含量，
mg/g

5.32

5.31

5.27

5.21

5.33

5.34

5.36

5.41

5.32

5.34

5.32

5.30

平均值，
mg/g

5.32

RSD，
％

0.91

2.8 稳定性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：170501）适量，分

别于室温下放置 0、2、4、6、8、12、24、48 h时按“2.1”项下

色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，盐酸小檗碱和

黄芩苷峰面积的 RSD 分别为 0.90％、0.70％（n＝8），表

明供试品溶液在室温下放置12 h内基本稳定。

2.9 重复性试验

精密称取样品（批号：170501）适量，共 6 份，按

“2.2.2”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，记录峰面积并计算含量。结果，盐酸小檗碱

和黄芩苷含量平均值分别为5.73、5.36 mg/g，RSD分别为

0.25％、0.60％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.10 加样回收率试验

取已知含量样品（批号：170501）适量，共 6份，分别

加入对照品溶液（盐酸小檗碱：1.756 mg/mL，黄芩苷：

1.624 mg/mL）各1 mL，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶

液，再按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并

计算加样回收率，结果见表2。

表2 加样回收试验结果（n＝6）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝6）

待测成分

盐酸小檗碱

黄芩苷

取样量，
g

0.305 0

0.306 5

0.309 5

0.290 4

0.302 7

0.311 1

0.305 0

0.306 5

0.309 5

0.290 4

0.302 7

0.311 1

样品含
量，mg

1.747 7

1.756 2

1.773 4

1.664 0

1.734 5

1.782 6

1.634 8

1.642 8

1.658 9

1.556 5

1.622 3

1.667 5

加入量，
mg

1.756

1.756

1.756

1.756

1.756

1.756

1.624

1.624

1.624

1.624

1.624

1.624

测得量，
mg

3.474 6

3.488 4

3.517 1

3.369 4

3.428 7

3.507 5

3.235 1

3.238 1

3.273 0

3.115 6

3.168 4

3.260 2

加样回收
率，％

98.34

98.64

99.30

97.12

96.48

98.23

98.54

98.23

99.39

96.00

95.20

98.07

平均加样
回收率，％

98.02

97.57

RSD，
％

1.06

1.66

2.11 耐用性试验

2.11.1 改变色谱柱 取“2.2.1”项下混合对照品溶液适

量，按“2.1”项下色谱条件以不同色谱柱[Hypersil BDS

C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）、Wondasil C18（250 mm×4.6

mm，5 µm）、Hypersil ODS C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）]

进样测定，记录峰面积并计算含量，详见表 3。结果，盐

酸小檗碱和黄芩苷含量平均值分别为 5.74、5.32 mg/g，

RSD分别为1.12％、1.15％，表明本色谱条件在一定色谱

柱变动情况下耐用。

表3 耐用性试验结果

Tab 3 Results of durability tests

色谱条件

色谱柱

流动相

流速

柱温

具体条件

Hypersil BDS C18

Wondasil C18

Hypersil ODS C18

甲醇-0.45％磷酸溶液-三乙胺（50 ∶49 ∶1，V/V/V）

甲醇-0.45％磷酸溶液-三乙胺（48 ∶51 ∶1，V/V/V）

甲醇-0.45％磷酸溶液-三乙胺（51 ∶48 ∶1，V/V/V）

1.0 mL/min

0.9 mL/min

1.1 mL/min

30 ℃
25 ℃
35 ℃

盐酸小檗碱
含量，mg/g

5.71

5.69

5.81

5.71

5.76

5.79

5.71

5.76

5.73

5.71

5.74

5.72

平均值，mg/g

5.74

5.75

5.74

5.72

RSD，％
1.12

0.75

0.44

0.27

黄芩苷
含量，mg/g

5.31

5.39

5.27

5.31

5.39

5.35

5.31

5.36

5.40

5.31

5.36

5.34

平均值，mg/g

5.32

5.35

5.36

5.34

RSD，％
1.15

0.75

0.84

0.47
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2.11.2 改变流动相 取“2.2.1”项下混合对照品溶液适

量，按“2.1”项下色谱条件以不同流动相[甲醇-0.45％磷

酸溶液-三乙胺比例（V/V/V）分别为 50 ∶ 49 ∶ 1、48 ∶ 52 ∶ 1、
52 ∶ 48 ∶ 1]进样测定，记录峰面积并计算含量，详见表 3。

结果，盐酸小檗碱和黄芩苷含量平均值分别为 5.75、

5.35 mg/g，RSD 均为 0.75％，表明本色谱条件在一定流

动相变动情况下耐用。

2.11.3 改变流速 取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，

按“2.1”项下色谱条件以不同流速（1.0、0.9、1.1 mL/min）

进样测定，记录峰面积并计算含量，详见表 3。结果，盐

酸小檗碱和黄芩苷含量平均值分别为 5.74、5.36 mg/g，

RSD分别为0.44％、0.84％，表明本色谱条件在一定流速

变动情况下耐用。

2.11.4 改变柱温 取“2.2.1”项下混合对照品溶液适

量，按“2.1”项下色谱条件以不同柱温（30、25、35 ℃）进

样测定，记录峰面积并计算含量，详见表 3。结果，盐酸

小檗碱和黄芩苷含量平均值分别为 5.72、5.34 mg/g，

RSD分别为0.27％、0.47％，表明本色谱条件在一定柱温

变动情况下耐用。

2.12 样品含量测定

取 3批样品内容物各适量，分别按“2.2.2”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，平

行测定3次，记录峰面积并计算样品含量，结果见表4。

表4 样品含量测定结果（n＝3，mg/g）

Tab 4 Content determination results of samples（n＝

3，mg/g）

批号
170101

170501

170901

盐酸小檗碱
5.71

5.74

5.81

黄芩苷
5.31

5.38

5.21

3 讨论
预试验中，笔者以盐酸小檗碱和黄芩苷对照品溶液

在 190～400 nm波长范围内进行扫描，结果显示盐酸小

檗碱在 265 nm波长处有最大吸收，黄芩苷在 280 nm波

长处有最大吸收。因此，确定盐酸小檗碱测定波长为

265 nm、黄芩苷的测定波长为280 nm。

在样品提取方法上，笔者分别考察了盐酸-甲醇溶

液（1 ∶ 100，V/V）超声处理 20 min、70％乙醇溶液超声处

理30 min以及加DMF超声处理5 min。结果，第一种提

取方法提取黄芩苷含量较低，第二种方法提取盐酸小

檗碱含量较低，而采用 DMF 提取超声处理对 2种成分

的提取效果均较好。在色谱条件的选择中，笔者分别

考察了甲醇-水、甲醇-磷酸二氢钾溶液、甲醇-磷酸溶液-

三乙胺等流动相系统，结果采用甲醇-0.4％磷酸溶液-三

乙胺（50 ∶ 49 ∶ 1，V/V/V）为流动相时，所得目标成分与相

邻峰之间的分离度好、峰形尖锐、对称性好，理论板数

均大于4 000，能满足HPLC法的相关要求。

综上所述，本方法操作简便，精密度、准确度、稳定

性、重复性、耐用性均较好，可用于健脾止泻宁颗粒中盐

酸小檗碱和黄芩苷含量的同时测定。
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