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摘 要 目的：建立同时测定茵栀黄颗粒中黄芩苷、木犀草素和绿原酸含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为

Diamonsil C18，流动相为乙腈-0.2％磷酸溶液（梯度洗脱），流速为1.0 ml/min，柱温为35 ℃，黄芩苷和绿原酸检测波长为327 nm、木

犀草素检测波长为 360 nm，进样量为 10 μl。结果：黄芩苷、木犀草素、绿原酸质量浓度分别在 10.10～202.00、0.10～2.04、0.50～

9.96 μg/ml范围内与各自峰面积呈良好的线性关系（r＝0.999 7、0.999 6、0.999 7）；精密度、稳定性、重复性试验的RSD＜1.0％；平

均加样回收率分别为97.98％、98.15％、97.22％，RSD分别为0.04％、0.70％、0.95％（n＝6）。结论：该方法简便、稳定、重复性好，可

用于茵栀黄颗粒中黄芩苷、木犀草素和绿原酸的含量测定。
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Simultaneous Determination of Baicalin，Luteolin and Chloroginic Acid in Yinzhihuang Granules by HPLC
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China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of baicalin，luteolin and chloroginic acid in Yin-

zhihuang granules. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Diamonsil C18 column with mo-

bile phase consisted of acetonitrile-0.2％ phosphoric acid at the flow rate of 1.0 ml/min（gradient elution）. The column temperature

was 35 ℃. The detection wavelength was set at 327 nm for baicalin and chloroginic acid，and 360 nm for luteolin. The sample size

was 10 μl. RESULTS：The linear range was 10.10-202.00 μg/ml for baicalin（r＝0.999 7），0.10-2.04 μg/ml for luteolin（r＝0.999 6）

and 0.50-9.96 μg/ml for chloroginic acid（r＝0.999 7）. RSDs of precision，reproducibility and stability tests were lower than 1.0％.

Average recoveries were 97.98％（RSD＝0.04％，n＝6），98.15％（RSD＝0.70％，n＝6）and 97.22％（RSD＝0.95％，n＝6），respec-

tively. CONCLUSIONS：The developed method is simple，stable and reproducible，and can be used for the content determination

of baicalin，luteolin and chloroginic acid in Yinzhihuang granules.

KEYWORDS HPLC；Yinzhihuang granules；Baicalin；Luteolin；Chloroginic acid
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茵栀黄颗粒是由茵栀黄口服液经剂型改革而成，其处方

包括茵陈提取物、栀子提取物、黄芩提取物、金银花提取物[1]，

主要功效为清热解毒、利湿退黄，临床上主要用于黄疸性肝炎

的治疗[2]。其中，黄芩苷是茵栀黄颗粒中主药黄芩的主要有效

成分，木犀草素和绿原酸是金银花的主要有效成分，三者都具

有抗炎、抗菌、抗氧化的作用[3-5]。2010年版《中国药典》对该药

中的黄芩苷和栀子苷进行了质量控制，木犀草素和绿原酸均

未被纳入其中。已有的文献报道，有单独对黄芩苷和木犀草
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苷进行含量测定的[6-7]，但同时测定该制剂中黄芩苷、木犀草素
和绿原酸的含量尚未见报道。为此，在本研究中笔者采用高
效液相色谱（HPLC）法同时测定茵栀黄颗粒中黄芩苷、木犀草
素和绿原酸的含量，以为分析和控制茵栀黄颗粒的质量、提高
及完善其质量标准提供参考。

1 材料
LC-20AT 高 效 液 相 色 谱 仪 ，包 括 LC-20AT 双 泵 、

SPD-M20A二级管阵列检测器、CTO-20A柱温箱、SIL-20A自
动进样器（日本Shimadzu公司）；XP105DR电子分析天平（瑞
士 Mettler-Toledo 公 司）；5417R 台 式 冷 冻 离 心 机（德 国
Eppendorf公司）；VDRTEX-5型旋涡混合器（海门市其林贝尔
仪器制造有限公司）；KQ-300GVDV超声仪（昆山市超声仪器
有限公司）。

黄芩苷、木犀草素、绿原酸对照品（中国食品药品检定研
究院，批号：110715-201117、111520-200504、110753-201314；

纯度均＞98％）；茵栀黄颗粒（鲁南厚普制药有限公司，批号：

00913270、00913272、00913275）；乙腈、磷酸为色谱纯（美国
Dikma公司），水为Millipore系统制备的超纯水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件和系统适用性试验

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

乙腈-0.2％磷酸溶液，采用梯度洗脱，梯度洗脱程序详见表 1；

黄芩苷和绿原酸检测波长：327 nm，木犀草素检测波长：360

nm；流速：1.0 ml/min；柱温：35 ℃；进样量：10 μl。在上述色谱
条件下，黄芩苷、木犀草素、绿原酸色谱峰的理论板数均不低
于3 000，3个成分分离良好，色谱见图1。

表1 梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution procedure

时间，min

0

20

35

37

52

乙腈，％
16

26

26

43

51

0.2％磷酸溶液，％
84

74

74

57

49

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液 精密称取黄芩苷、木犀草素、绿原酸对照
品适量，加甲醇分别配制成黄芩苷质量浓度为 202.00 μg/ml、

木犀草素质量浓度为 2.04 μg/ml、绿原酸质量浓度为 9.96 μg/

ml的对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 取茵栀黄颗粒适量，研细，精密称定0.5 g

置于锥形瓶中，加甲醇10 ml，称定质量，超声（功率：300 W，频
率：50 kHz）处理 30 min，冷却至室温，甲醇补足损失质量，摇
匀，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。

2.2.3 阴性对照溶液 按处方比例及制备工艺，制备2份阴性
样品，分别不含黄芩、不含金银花，按“2.2.2”项下方法制成阴
性对照溶液。

2.3 线性关系考察

精密吸取“2.2.1”项下对照品溶液适量，分别定量稀释制
备成系列混合标准溶液，黄芩苷、木犀草素、绿原酸质量浓度
分别为 10.10、25.25、50.50、101.00、161.60、202.00 μg/ml，0.10、

0.26、0.51、1.02、1.63、2.04 μg/ml，0.50、1.25、2.49、4.98、7.97、

9.96 μg/ml，按“2.1”项下色谱条件进样。以质量浓度（x，μg/ml）

为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，回归方程和线性
范围见表2。

表2 回归方程和线性范围

Tab 2 Regression equation and linear range

待测成分
黄芩苷
木犀草素
绿原酸

回归方程
y＝2.66×10－5x+1.37

y＝1.53×10－5x+1.51×10－2

y＝1.74×10－5x+8.97×10－2

线性范围，μg/ml

10.10～202.00

0.10～2.04

0.50～9.96

r

0.999 7

0.999 6

0.999 7

2.4 精密度试验

取茵栀黄颗粒（批号：00913270）适量，按“2.2.2”项下方法
制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件连续进样6次，测定峰
面积。结果，黄芩苷、木犀草素和绿原酸峰面积的RSD分别为
0.77％、0.22％、0.59％，表明该方法的精密度良好。

2.5 稳定性试验

取茵栀黄颗粒（批号：00913270）适量，按“2.2.2”项下方法
制备供试品溶液，分别置于室温下存放 0、3、6、9、12、24 h后，

按“2.1”项下色谱条件进样，测定峰面积。结果，黄芩苷、木犀

草素和绿原酸峰面积的RSD分别为0.94％、0.35％、0.81％，表

明供试品溶液在24 h内稳定性良好。
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图1 高效液相色谱图
A.对照品溶液（327 nm）；B.对照品溶液（360 nm）；C.供试品溶液（327

nm）；D. 供试品溶液（360 nm）；E. 不含黄芩的阴性对照溶液；F.不含金

银花的阴性对照溶液（327 nm）；G.不含金银花的阴性对照溶液（360

nm）；1.黄芩苷；2.木犀草素；3.绿原酸

Fig 1 HPLC chromatograms
A.substance control solution（at 327nm）；B. substance control solution

（at 360 nm）；C. test sample solution（at 327 nm）；D. test sample solution

（at 360 nm）；E.negative control solution without baicalin；F. negative

control solution without Lonicera japonica（at 327 nm）；G. negative

control solution without Lonicera japonica（at 360 nm）；1. baicalin；2.

luteolin；3. chlorogenic acid
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2.6 重复性试验

取茵栀黄颗粒（批号：00913270）适量，按“2.2.2”项下方法

平行制备 6份供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进样 6次，按

外标法计算各成分含量。结果，黄芩苷、木犀草素和绿原酸含

量分别为 61.08 mg/g、40.35 μ g/g、6.41 mg/g，RSD 分别为

0.91％、0.52％、0.76％，表明该方法的重复性良好。

2.7 加样回收率试验

取茵栀黄颗粒（批号：00913270）0.5 g 精密称定，置于 10

ml 容量瓶中，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，取续滤液

800 μl，精密加入“2.2.1”项下对照品溶液适量，涡旋混匀 1

min，按“2.1”项下色谱条件进样分析，平行操作6份，按外标法

计算加样回收率，结果见表3。

表3 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 3 Results of recovery test（n＝6）

待测成分
黄芩苷

木犀草素

绿原酸

样品含量，mg

19.80

19.81

19.81

19.80

19.80

19.81

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

1.62

1.61

1.60

1.61

1.62

1.63

加入量，mg

25.62

25.62

25.62

25.62

25.62

25.62

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

2.32

2.32

2.32

2.32

2.32

2.32

测得量，mg

45.02

45.03

45.02

45.02

45.03

45.04

0.07

0.07

0.07

0.07

0.07

0.07

3.87

3.90

3.89

3.88

3.89

3.91

加样回收率，％
97.97

97.98

97.93

97.97

98.03

98.04

99.01

97.32

98.89

97.95

97.52

98.23

95.67

98.13

98.12

96.89

96.91

97.54

平均加样回收率，％
97.98

98.15

97.22

RSD，％
0.04

0.70

0.95

2.8 样品含量测定

取 3批样品适量，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，平

行操作 3份，分别吸取 10 μl进样，测定各成分峰面积，按外标

法计算黄芩苷、木犀草素、绿原酸的含量，结果见表4。

表4 样品含量测定结果（n＝3，mg/g）

Tab 4 Results of content determination of samples（n＝3，

mg/g）

批号
00913270

00913272

00913275

黄芩苷
59.99

57.43

65.21

木犀草素
0.04

0.03

0.05

绿原酸
5.03

4.39

5.21

3 讨论
3.1 提取条件的优化

本试验根据 3种成分的理化性质分别对提取溶剂和提取

方式进行了考察。在提取溶剂方面，比较了 75％甲醇、甲醇、

含1％盐酸的甲醇溶液的提取效果。结果显示，75％甲醇提取

液中杂质成分过多，峰形混乱，不利于含量计算；而后二者作

为溶剂时，其提取液的目标化合物成分的含量差异不大。考

虑到简化操作和色谱柱保护因素，最终选择甲醇作为提取溶

剂。在提取方式方面，对比了超声提取和微波提取，结果显

示，超声提取在特定时间内效果远优于微波提取，且耗时较

短。基于节省时间和试剂的考虑，最终选择超声提取。

3.2 流动相的选择

笔者对比了甲醇-水、乙腈-水、乙腈-0.2％磷酸溶液等流动

相系统以及流动相间不同配比条件，最终选择乙腈-0.2％磷酸

溶液（梯度洗脱）为本研究的流动相。流动相中的磷酸可以有

效抑制目标成分的拖尾现象，提高峰形对称性。需要注意的

是，黄芩苷在酸性条件下易析出，故每次进样前需将供试品溶

液充分摇匀[8]。

3.3 检测波长的选择

黄芩苷的最大吸收波长为280 nm[9]。预试验表明，黄芩苷

在供试品溶液中含量较高，且在327 nm波长处有肩峰，因此选

择绿原酸最大吸收波长 327 nm作为二者的检测波长[10]；木犀

草素在供试品溶液中含量较低，紫外光谱扫描表明其在 327

nm 波长处吸光强度较低，因此选择木犀草素的检测波长为

360 nm。

综上所述，该方法简便、稳定、重复性好，可用于茵栀黄颗

粒中黄芩苷、木犀草素和绿原酸的含量测定。
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