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摘 要 目的：建立同时测定柴黄片中 6种成分黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、柴胡皂苷 a和柴胡皂苷 d 含量的方法。方

法：采用高效液相色谱-二极管阵列检测器（HPLC-DAD）法检测同一厂家的3批柴黄片。色谱柱为Agilent Eclipse XDB-C18；流动

相为乙腈-磷酸三乙胺水溶液（pH调至7.0），梯度洗脱；流速为1.0 mL/min；检测波长为210 nm（柴胡皂苷 a、柴胡皂苷d）和277 nm

（黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素）；柱温为30 ℃；进样量为5 μL。结果：黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、柴胡皂苷a和柴

胡皂苷d检测进样量线性范围分别为0.379 5～7.590 4、0.082 96～1.659 2、0.039 39～0.787 8、0.040 72～0.814 4、0.040 45～0.809 0、

0.038 63～0.772 6 μg（r 均≥0.999 3），检测限分别为 0.008、0.007、0.005、0.005、0.020、0.018 μg/mL，定量限分别为 0.025、0.022、

0.015、0.015、0.060、0.054 μg/mL，精密度、重复性和稳定性试验（48 h）中的 RSD＜1.5％（n＝6），平均加样回收率分别为 98.46％、

97.06％、100.90％、96.13％、96.91％、96.57％（RSD＜2.0％，n＝6）。结论：建立的同时测定柴黄片中 6种成分含量的方法操作简

便、结果准确、重复性好，可用于该制剂的质量控制。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of 6 components in Chaihuang tablets，such as

baicalin，wogonoside，baicalein，wogonin，saikosaponin a and saikosaponin d in Chaihuang tablets. METHODS：HPLC-DAD

method was used to detect 3 batches of Chaihuang tablets from same manufacturers. The determination was performed on Agilent

Eclipse XDB-C18 column with mobile phase consisted of acetonitrile-triethylamine phosphate aqueous solution（pH adjusted to 7.0，

gradient elution）at flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelengths were set at 210 nm（saikosaponin a，saikosaponin d）and

277 nm（baicalin，wogonoside，baicalein，wogonin）. The column temperature was 30 ℃，and sample size was 5 μL. RESULTS：

The linear ranges of baicalin，wogonoside，baicalein，wogonin，saikosaponin a and saikosaponin d were 0.379 5-7.590 4 μg，

0.082 96-1.659 2 μg，0.039 39-0.787 8 μg，0.040 72-0.814 4 μg，0.040 45-0.809 0 μg，0.038 63-0.772 6 μg（all r≥0.999 3），

respectively. The limits of detection were 0.008，0.007，0.005，0.005，0.020 and 0.018 μg/mL. The limits of quantitation were

0.025，0.022，0.015，0.015，0.060，0.054 μg/mL. RSDs of precision，reproducibility and stability tests（48 h）were all lower than

1.5％ （n＝6）. Average recoveries were 98.46％ ，97.06％ ，100.90％ ，96.13％ ，96.91％ ，96.57％ （RSD＜2.0％ ，n＝6）.

CONCLUSIONS：Established method is simple，accurate and reproducible for 6 components in Chaihuang tablets，and can be used

for quality control of the tablet.

KEYWORDS HPLC-DAD； Chaihuang tablets； Content determination； Baicalin； Wogonoside； Baicalein； Wogonin；

Saikosaponin a；Saikosaponin d

柴黄片质量标准收载于 2015年版《中国药典》（一

部）[1]，是由柴胡和黄芩经现代工艺加工制备而成的中药

制剂，具有清热解表之功效，临床上用于治疗风热感冒

引起的发热、周身不适、咽喉肿痛、头痛目眩等病症 [2]。

现行标准中只规定了黄芩中黄芩苷的含量测定，没有规

定柴胡中活性成分的含量控制，黄芩中主要活性成分黄

芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素的含量以及柴胡中的

主要活性成分柴胡皂苷 a和柴胡皂苷d含量高低均会影

响制剂的功效。为了更好地控制药品质量，确保柴黄片

的临床疗效，笔者采用高效液相色谱-二极管阵列检测
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器（HPLC-DAD）法同时测定柴黄片中的黄芩（黄芩苷、

汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素）和柴胡（柴胡皂苷a和柴胡

皂苷d）中6种有效成分的含量，为全面评价该药物的质

量提供一种简便快速、准确可靠的检验方法，并为临床

应用该制剂提供确切的质量保障。

1 材料
1.1 仪器

Agilent Technologies 1260 HPLC 仪、Agilent Tech-

nologies G1315D DADVL 检测器（美国安捷伦科技有限

公司）；XSE205DU电子天平（瑞士梅特勒-托利多公司）；

KQ-700 DV超声波清洗器（昆山超声仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

柴黄片（陕西盘龙制药集团有限公司 ，批号

20170812、20171216、20180623，规格：0.5 g）；6种对照品

黄芩苷（批号：110715-201720，纯度：93.5％）、汉黄芩苷

（批号：110753-200411，纯度：95.5％）、黄芩素（批号：

111595-201306，纯度：97.6％）、汉黄芩素（批号：111514-

201605，纯度：96.5％）、柴胡皂苷 a（批号：110777-

201510，纯度：93.2％）和柴胡皂苷 d（批号：110778-

201205，纯度：94.6％）均来源于中国食品药品检定研究

院；柴胡、黄芩药材均购自安徽井泉集团中药饮片有限

公司（批号：分别为20170611、20180226），均经山东中医

药大学中药鉴定室周凤琴主任中药师检定为正品；乙腈

为色谱纯、磷酸为优级纯、乙醇为分析纯、试验用水为超

纯水。

2 方法与结果
2.1 溶液的制备

2.1.1 对照品贮备溶液 精密称取 6种对照品适量，分

别置于25 mL量瓶中，加入适量的50％乙醇，振摇，溶解

后定容至刻度，摇匀，即得黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉

黄芩素、柴胡皂苷 a 和柴胡皂苷 d 的质量浓度分别为

0.948 8、0.414 8、0.393 9、0.407 2、0.404 5、0.386 3 mg/mL

的对照品贮备溶液。

2.1.2 混合对照品溶液 分别精密量取黄芩苷、汉黄芩

苷、黄芩素、汉黄芩素、柴胡皂苷 a和柴胡皂苷 d对照品

贮备溶液各 4.0、2.0、1.0、1.0、1.0、1.0 mL，置于 10 mL量

瓶中，摇匀，得混合对照品溶液，每 1 mL溶液中含黄芩

苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、柴胡皂苷a和柴胡皂苷

d分别为379.52、82.96、39.39、40.72、40.45、38.63 μg。

2.1.3 供试品溶液 取本品10片，用手术刀片轻轻刮除

包衣，精密称定，研细；取约 0.5 g，精密称定，置于 100

mL量瓶中，加入 50％乙醇适量，30℃水温超声处理（功

率：500 W，频率：40 kHz）45 min，放冷；加50％乙醇至刻

度，摇匀，滤过，精密量取续滤液 5 mL，置于 50 mL量瓶

中，加50％乙醇至刻度，摇匀，用0.45 µm微孔滤膜滤过，

取续滤液即得。

2.1.4 缺柴胡阴性对照溶液 取黄芩 100 g，按照柴黄

片相应工艺制法制成 100片，按“2.1.3”项下方法制成缺

柴胡阴性对照溶液。

2.1.5 缺黄芩阴性对照溶液 取柴胡 100 g，按照柴黄

片相应工艺制法制成 100片，按“2.1.3”项下方法制成缺

黄芩的阴性对照溶液。

2.2 色谱条件及系统适用性、专属性试验

色谱柱：Agilent Eclipse XDB-C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm）；流动相：乙腈（A）-磷酸三乙胺水溶液（B，取三乙

胺 5 mL用水稀释至 1 000 mL，用磷酸调节 pH至 7.0）为

流动相进行梯度洗脱（0～50 min，25％A→70％A；50～

60 min，70％A）；流速：1.0 mL/min；检测波长：210 nm（柴

胡皂苷 a和柴胡皂苷 d）、277 nm（黄芩苷、汉黄芩苷、黄

芩素和汉黄芩素）；柱温：30 ℃；进样量：5 μL。精密吸取

混合对照品溶液、供试品溶液（批号：20170812）和阴性

对照溶液各5 μL进样分析，结果各检测成分色谱峰与相

邻色谱峰的分离度均大于 1.5，对称因子在 0.90～1.10，

理论板数以黄芩苷峰计均大于 6 000；在供试品溶液的

色谱图上，在与对照品溶液黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、

汉黄芩素、柴胡皂苷 a和柴胡皂苷d相应的位置上，均有

相同保留时间的色谱峰，阴性对照溶液在对应保留时间

处未见色谱峰，不干扰测定，表明系统的适用性良好及

方法的专属性良好。色谱见图1、图2、图3。

2.3 线性关系、检测限、定量限考察

取混合对照品溶液 1、5、10、15、20 μL，注入 HPLC

仪中，在“2.2”项色谱条件下进样测定，以对照品进样量

（μg）为横坐标（x），对各成分的峰面积（纵坐标，y）进行

线性回归，计算出线性回归方程。另将混合对照品溶液

逐级稀释，当信噪比 3 ∶ 1时得检测限，当信噪比为 10 ∶ 1
时得定量限，结果见表1。

2.4 精密度试验

精密吸取混合对照品溶液，在“2.2”项色谱条件下连

续进样6次，记录黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、

柴胡皂苷 a和柴胡皂苷 d的色谱峰面积，计算其RSD分

图1 混合对照品溶液高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatogram of mixed control solution
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别为 0.62％、0.71％、0.55％、0.67％、0.83％、0.79％（n＝

6），表明该仪器的精密度良好。

2.5 稳定性试验

精密吸取同一批供试品溶液（批号：20170812）5

μL，在“2.2”项色谱条件下，在配制后 0、4、8、16、32、48 h

进样测定，记录黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、柴

胡皂苷 a和柴胡皂苷 d的色谱峰面积，计算其RSD分别

为0.51％、0.57％、0.72％、0.64％、0.85％、0.93％（n＝6），

表明供试品溶液在48 h内稳定性良好。

2.6 重复性试验

取批号为20170812的药品，按“2.1.3”项下方法制备

供试品溶液 6份，在“2.2”项色谱条件下进样测定，记录

黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、柴胡皂苷a和柴胡

皂苷 d 的峰面积，计算其含量的 RSD 分别为 0.83％、

0.80％、0.75％、0.69％、0.98％、1.02％（n＝6）。

2.7 加样回收率试验

精密称取含量已知的柴黄片（批号：20170812）6份，

分别置于 100 mL量瓶中，分别精密加入 0.948 8 mg/mL

黄芩苷对照品溶液 20.0 mL、0.414 8 mg/mL汉黄芩苷对

照品溶液 10.0 mL、0.393 9 mg/mL 黄芩素对照品溶液

5.0 mL、0.407 2 mg/mL 汉黄芩素对照品溶液 2.0 mL、

0.404 5 mg/mL 柴胡皂苷 a 1.5 mL、0.386 3 mg/mL 柴胡

皂苷 d 1.0 mL，加入 50％乙醇适量，30℃水温超声处理

（功率：500 W，频率：40 kHz）45 min，放冷，加 50％乙醇

至刻度，摇匀；滤过，精密量取续滤液 5 mL，置于 25 mL

量瓶中，加 50％乙醇至刻度，摇匀，用 0.45 µm微孔滤膜

滤过，取续滤液在“2.2”项色谱条件下进样5 μL，测定，计

算回收率，结果见表2。

表2 回收率试验结果（n＝6）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝6）

成分
黄芩苷

汉黄芩苷

黄芩素

汉黄芩素

柴胡皂苷 a

柴胡皂苷d

称样量，g

0.102 6

0.110 2

0.108 5

0.112 7

0.103 4

0.109 2

0.102 6

0.110 2

0.108 5

0.112 7

0.103 4

0.109 2

0.102 6

0.110 2

0.108 5

0.112 7

0.103 4

0.109 2

0.102 6

0.110 2

0.108 5

0.112 7

0.103 4

0.109 2

0.102 6

0.110 2

0.108 5

0.112 7

0.103 4

0.109 2

0.102 6

0.110 2

0.108 5

0.112 7

0.103 4

0.109 2

原有量，mg

17.550 8

18.850 9

18.560 1

19.278 5

17.687 7

18.679 8

4.026 7

4.325 0

4.258 3

4.423 1

4.058 1

4.285 7

2.196 4

2.359 1

2.322 7

2.412 6

2.213 5

2.337 7

0.772 8

0.830 0

0.817 2

0.848 9

0.778 8

0.822 5

0.528 7

0.567 9

0.559 2

0.580 8

0.532 9

0.562 8

0.427 1

0.458 7

0.451 6

0.469 1

0.430 4

0.454 5

加入量，mg

18.976 0

18.976 0

18.976 0

18.976 0

18.976 0

18.976 0

4.148 0

4.148 0

4.148 0

4.148 0

4.148 0

4.148 0

1.969 5

1.969 5

1.969 5

1.969 5

1.969 5

1.969 5

0.814 4

0.814 4

0.814 4

0.814 4

0.814 4

0.814 4

0.606 8

0.606 8

0.606 8

0.606 8

0.606 8

0.606 8

0.386 3

0.386 3

0.386 3

0.386 3

0.386 3

0.386 3

测得量，mg

36.265 1

37.415 1

37.414 9

37.906 8

36.485 1

37.226 9

8.045 0

8.360 2

8.308 0

8.410 2

8.126 0

8.283 5

4.189 7

4.339 0

4.340 3

4.378 9

4.175 7

4.337 3

1.557 6

1.609 8

1.600 2

1.640 3

1.564 8

1.594 9

1.116 2

1.155 8

1.149 7

1.175 1

1.114 4

1.149 3

0.805 4

0.835 1

0.820 9

0.835 8

0.805 2

0.827 3

回收率，％
98.62

97.83

99.36

98.17

99.06

97.74

96.87

97.28

97.63

96.12

98.07

96.38

101.21

100.53

102.44

99.84

99.63

101.53

96.37

95.75

96.14

97.18

96.51

94.84

96.82

96.89

97.31

97.94

95.83

96.65

97.93

97.44

95.60

94.93

97.02

96.51

平均回收率，％
98.46

97.06

100.90

96.13

96.91

96.57

RSD，％
0.68

0.77

1.07

0.83

0.73

1.18
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图2 供试品溶液高效液相色谱图

Fig 2 HPLC chromatogram of test sample

图3 阴性溶液高效液相色谱图

Fig 3 HPLC chromatogram of negative solution
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表1 6种成分的线性关系

Tab 1 Linear relationship of 6 components

成分
黄芩苷
汉黄芩苷
黄芩素
汉黄芩素
柴胡皂苷 a

柴胡皂苷d

回归方程
y=3 876.52x-468.32

y=4 726.55x-158.96

y=6 376.83x-226.55

y=7 852.16x-91.51

y=1 543.87x+126.69

y=1 697.55x+127.74

r

0.999 8

0.999 4

0.999 6

0.999 5

0.999 7

0.999 3

线性范围，μg

0.379 5～7.590 4

0.082 96～1.659 2

0.039 39～0.787 8

0.040 72～0.814 4

0.040 45～0.809 0

0.038 63～0.772 6

检测限，μg/mL

0.008

0.007

0.005

0.005

0.020

0.018

定量限，μg/mL

0.025

0.022

0.015

0.015

0.060

0.054
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2.8 样品含量测定

取 3 批样品（批号分别为 20170812、20171216、

20180623），按“2.1.3”项下方法制备供试品溶液，精密吸

取供试品溶液和对照品溶液各5 μL，在“2.2”项色谱条件

下进样测定，结果见表3。

表3 样品含量测定结果（mg/片，n＝3）

Tab 3 Results of content determination of samples

（mg/tablet，n＝3）

批号
20170812

20171216

20180623

平均值

黄芩苷
86.3

87.5

84.6

86.1

汉黄芩苷
19.8

20.1

18.4

19.4

黄芩素
10.8

11.1

10.7

10.9

汉黄芩素
3.8

3.6

3.4

3.6

柴胡皂苷 a

2.6

2.8

2.4

2.6

柴胡皂苷d

2.1

2.3

1.9

2.1

3 讨论
3.1 检测波长的选择

笔者参考文献[2-4]和对照品溶液的紫外扫描图谱

（190～400 nm），发现黄芩苷在 278 nm、汉黄芩苷在 276

nm、黄芩素在272 nm、汉黄芩素在276 nm波长处有最大

吸收，柴胡皂苷 a、柴胡皂苷d在210 nm波长处有最大吸

收，故本文在满足含量测定要求的前提下，综合考虑到

峰形、分离度等因素，确定采用 HPLC-DAD 法，以 277、

210 nm分别为柴黄片中6种成分含量测定的波长，不但

可避免杂质干扰且灵敏度高。

3.2 流动相的选择

笔者在预试验过程中并参考文献[5-9]方法，分别考

察了甲醇-0.05％磷酸水溶液、乙腈-0.05％磷酸水溶液、

乙腈-水、甲醇-水、乙腈-磷酸三乙胺水溶液为流动相时

进行等度和梯度洗脱对结果的影响。结果显示，在前 4

种流动相下各成分峰形和分离度均达不到要求，而以乙

腈-磷酸三乙胺水溶液为流动相进行等度和梯度洗脱

时，供试品溶液中的各检测成分色谱峰与相邻色谱峰的

分离度均大于 1.5，对称因子在 0.90～1.10，理论板数均

大于 6 000，故本研究选择乙腈-磷酸三乙胺水溶液作为

流动相进行梯度洗脱。

3.3 提取方法的考察

笔者在进行样品处理时首先参考了2015年版《中国

药典》（一部）中相应的处理方法 [1]，参考相关文献

[10-13]及该处方的制备工艺，选用 30％乙醇、50％乙

醇、70％乙醇、30％甲醇和50％甲醇作为提取溶剂，分别

超声 30、45 min，结果发现，以 50％乙醇作为溶剂，超声

处理45 min，黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、柴胡

皂苷 a 和柴胡皂苷 d 提取效率更高，因此本研究选用

50％乙醇超声45 min作为提取方法。

3.4 含量测定6种指标性成分的选择

柴黄片具有清热解表功效，临床上用于风热感冒引

起的发热等病症，其主要活性成分为黄酮类和皂苷化学

成分，其中黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、柴胡皂

苷 a和柴胡皂苷 d 6种成分含量较高[14]。现代药理学研

究表明，黄芩的有效成分均具有广谱抗菌、抗病毒及良

好的抗炎作用，且该作用与黄芩提取物浓度呈正相关，

呈现出清热镇痛功效[15]。柴胡中的有效成分柴胡皂苷 a

和柴胡皂苷 d也具有解热、镇痛、抗炎、抗菌作用[16]。黄

芩和柴胡活性明确，其中有效成分含量的高低是衡量柴

黄片质量的重要指标，也是影响药效的主要因素。为了

更好地保证柴黄片在临床使用上的有效性和安全性，

故笔者以黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、柴胡皂

苷 a和柴胡皂苷d 为指标评价柴黄片的质量更为全面和

合理。

3.5 含量结果分析

本试验对 3批柴黄片中的黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩

素、汉黄芩素、柴胡皂苷 a 和柴胡皂苷 d 进行了含量测

定，结果发现，同一厂家不同批号之间含量测定结果有

一定的差异，进一步说明了开展多种成分质量控制的中

成药整体控制比以单一指标成分控制中成药质量更可

靠[17]。如果对该药品进行 6种成分的质量控制，就可以

从源头控制药材质量和制备过程，进而控制柴黄片的质

量，保证临床疗效。

综上，本研究建立了HPLC-DAD法同时测定柴黄片

中 6种成分含量的方法；按照有效成分不低于 3批制剂

平均含量 80％的要求，建议在柴黄片质量控制标准中，

每片含黄芩苷、汉黄芩苷、黄芩素、汉黄芩素、柴胡皂苷 a

和柴胡皂苷 d 应分别不低于 69.0、15.0、8.0、3.0、2.0、1.5

mg。
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HPLC-加校正因子的主成分自身对照法同时测定琥珀酸索利那
新原料药中7种有关物质Δ
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摘 要 目的：建立同时测定琥珀酸索利那新原料药中 7种有关物质的方法。方法：采用 HPLC 法。色谱柱为 Thermo Hypersil

ODS C18，流动相为0.02 mol/L KH2PO4（含0.2％三乙胺，pH 3.0）-乙腈溶液（梯度洗脱），流速为1.2 mL/min，检测波长为210 nm，柱

温为40 ℃，进样量为20 μL；绘制琥珀酸索利那新和杂质A、C、D、I、J、K、L的回归方程，以斜率计算各杂质相对于琥珀酸索利那新

的校正因子，并测定3批琥珀酸索利那新原料药中杂质A、C、D、I、J、K、L的含量。结果：杂质A、C、D、I、J、K、L的检测质量浓度线

性范围分别为0.148 1～0.740 3、0.142 9～0.714 5、0.141 1～0.705 6、0.148 9～0.744 6、0.152 0～0.759 9、0.137 9～0.689 6、0.020 0～

0.100 0 μg/mL（r＝0.999 8或 0.999 9或 1.000 0），校正因子分别为 0.51、0.40、0.41、0.91、0.47、0.85、1.23，检测限分别为 0.049 3、

0.047 6、0.047 0、0.048 1、0.050 7、0.046 0、0.006 7 μg/mL，定量限分别为 0.148 1、0.142 9、0.141 1、0.148 9、0.152 0、0.137 9、0.020 0

μg/mL，精密度、稳定性（24 h）、重复性试验的 RSD 均＜5.0％（n＝6），平均回收率分别为 101.09％、97.58％、93.77％、98.56％、

99.68％、97.07％、93.54％，RSD分别为0.75％、0.51％、0.47％、0.84％、0.70％、0.75％、1.21％（n＝9）。3批琥珀酸索利那新原料药

中杂质 I含量为0.015％～0.018％，其余杂质未检出。结论：该方法灵敏度高、准确可靠，可用于琥珀酸索利那新原料药中有关物

质的测定。

关键词 琥珀酸索利那新；原料药；有关物质；高效液相色谱法；校正因子

Content Determination of 7 Related Substances in Solifenacin Succinate Raw Material by HPLC with

Principal Component Self-control with Correction Factor

GUO Qing1，2，LIU Li2，ZHOU Zigui2，QIN Yong1，2（1.College of TCM，China Pharmaceutical University，Nanjing

211198，China；2.Jiangsu Shenlong Pharmaceutical Co.，Ltd.，Nanjing 210046，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish method for simultaneous determination of 7 related substances in solifenacin succinate

raw material. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Thermo Hypersil ODS C18 column

with mobile phase consisted of 0.02 mol/L KH2PO4（0.02％ triethylamine，pH＝3.0）-acetonitrile（gradient elution）at the flow rate

of 1.2 mL/min. The detection wavelength was set at 210 nm，and column temperature was 40 ℃. The sample size was 20 μL. The

regression equation of solifenacin succinate and impurity A，C，D，I，J，K，L were drawn. Correction factors of impurities to

solifenacin succinate were calculated with slope. The contents of impurities A，C，D，I，J，K and L were determined in 3 batches
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