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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立复方黑参颗粒的质量标准 。方法 　采用 TLC法对复方黑参颗粒中玄参和射干进行定性鉴别 ，应用

HPLC法同时测定肉桂酸 、射干苷和次野鸢尾黄素的含量 ，色谱柱为 Kromasil C１８柱（１５０ mm × ４畅６ mm ，５ μm） ，流动相为乙腈

（A）唱０畅１ ％ 磷酸（B）水溶液 ，进行梯度洗脱 ；柱温 ３０ ℃ ，检测波长 ２７０ nm ；流速 １畅０ ml／min 。结果 　采用 TLC法对玄参和射干进
行定性鉴别具有良好的专属性 ，阴性对照无干扰 。肉桂酸 、射干苷 、次野鸢尾黄素分别在 １６畅２２ ～ １１３畅５７ μg／ml（ r ＝ ０畅９９９ ８）、

４８畅１９ ～ ３３７畅３４ μg／ml（r＝ ０畅９９９ ８）、１６畅４０ ～ １１４畅８０ μg／ml（r＝ ０畅９９９ ９）范围内与峰面积呈良好的线性关系 ，平均加样回收率分别

为 ９９畅２３％ 、９８畅８２％ 、９９畅１７％ 。结论 　本实验建立的方法快速 、简便 、重复性好 ，可用于复方黑参颗粒的质量标准控制 。

　 　 ［关键词］ 　复方黑参颗粒 ；肉桂酸 ；射干苷 ；次野鸢尾黄素 ；高效液相色谱法 ；薄层色谱法

［中图分类号］ 　 R２８４ ．１ 　 　 　 ［文献标志码］ 　 A 　 　 　 ［文章编号］ 　 １００６唱０１１１（２０１７）０６唱０５４３唱０４

［DOI］ 　 １０ ．３９６９／j ．issn ．１００６唱０１１１ ．２０１７ ．０６ ．０１５

Study on quality standard of compound Heishen granules
ZHONG Guixiang ，YAN Jia ，TANG Qiaoting ，SONG Hongtao ，ZHOU Xin （Fuzhou General Hospital ，Fuzhou ３５００２５ ，

China） 　 　

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish a quality standard for compound Heishen granules ．Methods 　 Scrophulariae Radix and
Belamcandae Rhizoma were identified by TLC ．HPLC was used to determine the content of cinnamic acid ，tectoridin and irisflo唱
rentin ．The HPLC was performed on a column of Kromasil唱C１８ （１５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm）with a mobile phase of acetonitrile
（A）唱０ ．１％ hydrochloric acid （B）at a temperature ３０ ℃ ．The detection wavelength was set at ２７０ nm and the flow rate at
１ ml／min ．Results 　 The TLC method had good specificity without interference from negative control ．The calibration curve
showed a good linear relationship within the range of １６ ．２２唱１１３ ．５７ μg／ml for cinnamic acid（r ＝ ０ ．９９９ ８） ，４８ ．１９唱３３７ ．３４ μg ／ml
for tectoridin （ r ＝ ０畅９９９ ８ ）and １６畅４０唱１１４畅８０ μg／ml for irisflorentin （ r ＝ ０畅９９９ ９ ） ．The average recoveries were ９９畅２３％ ，

９８畅８２％ ，９９畅１７％ ．Conclusion 　 The established method is rapid ，accurate and reproducible ．It can be used in the quality control
of compound Heishen granules ．
　 　 ［Key words］ 　 compound Heishen granules ；cinnamic acid ；tectoridin ；irisflorentin ；HPLC ；TLC

　 　复方黑参颗粒是在复方黑参丸基础上研制而

成 ，由玄参 、山豆根 、射干 、天冬 、麦冬等组成的中药

复方制剂 ，具有清热解毒 、养阴润肺 、利咽消肿等功

效 ，主要用于治疗慢性咽炎 ，疗效确切 。复方黑参丸

收载于枟中国人民解放军医疗机构制剂规范枠（２００２

年版） ，但由于复方黑参丸是以生药粉碎入药 ，质量

控制方面特别是在微生物限度检查上常难以达到标

准要求 ，且丸剂不易吞服 。因此 ，将其改为颗粒剂 ，

既保留了制剂的有效成分 ，又克服了丸剂的上述缺

点 ，可提高患者的依从性 ，便于临床使用 。本研究采

用薄层色谱（TLC）法对玄参和射干进行定性鉴别 ，

采用 HPLC法同时测定肉桂酸 、射干苷和次野鸢尾

黄素的含量 ，从而为复方黑参颗粒的质量控制提供

实验数据和方法［１唱３］
。

1 　仪器与试药

　 　 Agilent１２００型高效液相色谱仪（美国 Agilent
公司） ，KQ唱６００DE型数控超声波清洗器（昆山市超

声仪器有限公司 ） ，AE２４０ 精密电子天平 （瑞士

METTLER公司） ，UV唱２５０１PC可见唱紫外分光光度

计（岛津仪器有限公司） 。

　 　肉桂酸对照品（批号 ：１１０７８６唱２００５０３） ，哈巴苷对

照品（批号 ：１１１７２９唱２０１５０６） ，射干苷对照品 （批号 ：

１１１６３２唱２００６０２） ，次野鸢尾黄素对照品（批号 ：１１１５５７唱

２００６０２） ，玄参对照药材（批号 ：１２０９７６唱２００５０３） ，射干

对照药材（批号 ：１２０９７７唱２０１４０４）均由中国食品药品检

定研究院提供 ，薄层色谱用硅胶 G 、GF２５４（青岛海洋

３４５
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化工有限公司） ，复方黑参颗粒（福州总医院研制 ，批

号 ：１６０３０５ 、１６０３０６ 、１６０３０７） ，甲醇 、乙腈为色谱纯 ，水

为纯化水 ，其他试剂均为分析纯 。

2 　方法与结果

2 ．1 　定性鉴别
2 ．1 ．1 　 玄参的鉴别 　 取本品 １０ g ，研细 ，加水

６０ ml ，超声溶解 ，滤过 ，滤液用乙醚振摇提取 ２ 次 ，

每次 ８０ ml ，弃去乙醚层 ，水层用水饱和正丁醇提取

３次 ，每次 ４０ ml ，每次提取 １０ min ，合并正丁醇液 ，

蒸干 ，残渣加甲醇１ ml使之溶解 ，作为供试品溶液 。

取缺玄参的阴性样品 １０ g ，同法制成阴性样品溶液 。

取玄参对照药材 ２ g ，加甲醇２５ ml ，浸泡１ h ，超声 ３０

min ，滤过 ，蒸干 ，残渣加水 ２５ ml溶解 ，用水饱和正

丁醇提取 ２次 ，每次 ３０ ml ，合并正丁醇液 ，蒸干 ，残

渣加甲醇１ ml使之溶解 ，作为对照药材溶液 。 再取

哈巴苷对照品适量 ，加甲醇制成每 １ ml含１ mg的溶
液 ，作为对照品溶液 。吸取上述 ４种溶液适量 ，分别

点于同一硅胶 G 板上 ，以二氯甲烷唱甲醇（５ ∶ １）为

展开剂 ，展开 ，取出 ，晾干 ，喷以 ２ ％ 香草醛溶液 ，在

１０５ ℃ 下加热至斑点清晰 ，日光下检视 。供试品色

谱中 ，在与对照药材色谱及对照品色谱相应的位置

上 ，分别显相同颜色的斑点 ，阴性对照无干扰 ，结果

见图 １ 。

图 1 　玄参 TLC图
１ ．哈巴苷对照品溶液 ；２ ．玄参对照药材溶液 ；３ ～ ５ ．供试品溶液

（批号 ：１６０３０５ 、１６０３０６ 、１６０３０７） ；６ ．缺玄参的阴性对照溶液

2 ．1 ．2 　 射干的鉴别 　 取本品 １０ g ，研细 ，加甲醇

５０ ml ，超声处理３０ min ，滤过 ，滤液蒸干 ，残渣加甲

醇 １ ml使之溶解 ，作为供试品溶液 。取缺射干的阴

性样品 １０g ，同法制成阴性样品溶液 。 取射干对照

药材粉末 １畅０ g ，加甲醇 １０ ml 超声处理３０ min ，滤
过 ，蒸干滤液 ，残渣加甲醇 １ ml使之溶解 ，作为对照

药材溶液 。分别吸取上述 ３种溶液适量 ，点于同一

硅胶 GF２５４ 板上 ，以乙酸乙酯唱甲醇唱水（１０ ∶ ２ ∶ １）

溶液为展开剂 ，展开 ，取出 ，晾干 ，置紫外灯

（２５４ nm）下检视 。供试品色谱与对照药材色谱在

相应的位置上 ，显相同颜色的斑点 ，阴性对照无干

扰 ，结果见图 ２ 。

图 2 　射干 TLC图
１ ．射干对照药材溶液 ；２ ～ ４ ．供试品溶液（批号 ：１６０３０５ 、

１６０３０６ 、１６０３０７） ；５ ．缺射干的阴性对照溶液

2 ．2 　含量测定［４］

2 ．2 ．1 　 色谱条件 　 色谱柱 ：Kromasil C１８ 柱

（１５０ mm × ４畅６ mm ，５ μm） ；以乙腈为流动相 A ，以

０畅１ ％ 磷酸溶液为流动相 B ，按表 １进行梯度洗脱 ；

检测波长 ２７０ nm ；柱温 ３０ ℃ ；流速 １畅０ ml／min ；进
样量 １０ μl 。

表 1 　梯度洗脱程序

时间（t／min） 乙腈（A ，％ ） ０ 妹．１％ 磷酸溶液（B ，％ ）

０ `２０ W８０ M
１５ u２０ W８０ M
３０ u６０ W４０ M
４０ u８０ W２０ M
５０ u１００ W０

４４５
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2 ．2 ．2 　溶液的制备 　 对照品溶液 ：精密称取肉桂

酸对照品 １０畅１４ mg 、射干苷对照品 ３０畅１２ mg 、次野
鸢尾黄素 １０畅２５ mg ，置 ２５ ml 容量瓶中 ，加入乙腈

适量 ，溶解完全后稀释至刻度 ，摇匀 ，作为混合对照

品储备液 。再精密量取对照品储备液 ３ ml置 ２５ ml
容量瓶中 ，得对照品溶液 。

　 　供试品溶液 ：称取本品内容物约 ３畅０ g 置 ５０ ml
容量瓶 ，加乙腈唱０畅１％ 磷酸（１ ∶ １）溶液适量 ，超声至

完全溶解后 ，放冷至室温 ，再用上述溶液稀释至刻

度 ，摇匀 ，即得 。

　 　阴性对照溶液 ：按处方量 ，取除玄参 、射干外的

其余药材 ，按照制备工艺和供试品溶液的制备方法

制成阴性对照溶液 。

2 ．2 ．3 　 专属性试验 　在“２畅２畅１”项的色谱条件下 ，射

干苷 、肉桂酸 、次野鸢尾黄素均完全分离且峰形良好 ，

阴性对照溶液在相应的位置上并无干扰 ，结果见图 ３ 。

图 3 　复方黑参颗粒的 HPLC图
A ．对照品溶液 ；B ．供试品溶液 ；C ．缺射干的阴性对照品溶液 ；

D ．缺玄参的阴性对照品溶液 ；１ ．射干苷 ；２ ．肉桂酸 ；３ ．次野鸢尾黄素

2 ．2 ．4 　线性关系考察 　精密吸取混合对照品储备

液 １畅０ 、２畅０ 、３畅０ 、４畅０ 、５畅０ 、６畅０ 、７畅０ ml 置 ２５ ml 量
瓶中 ，用乙腈唱０畅１％ 磷酸（１ ∶ １）溶液稀释至刻度 ，摇

匀 。按“２畅２畅１”项下色谱条件进样 ，记录峰面积 ，以

对照品溶液浓度（X ，μg／ml）为横坐标 ，峰面积（Y ）
为纵坐标 ，绘制标准曲线 ，得回归方程 。肉桂酸 Y ＝

６００畅０９ X － ７畅２２ （ r ＝ ０畅９９９ ８ ） ，射干苷 Y ＝

１ １２４畅７９ X － ８畅０７（r ＝ ０畅９９９ ８） ，次野鸢尾黄素Y ＝

３８０畅５２ X ＋ ０畅６４（r ＝ ０畅９９９ ９） 。结果表明肉桂酸 、

射干苷 、次野鸢尾黄素分别在 １６畅２２ ～ １１３畅５７ 、

４８畅１９ ～ ３３７畅３４ 、１６畅４０ ～ １１４畅８０ μg／ml范围内线性
关系良好 。

2 ．2 ．5 　精密度试验 　取混合对照品溶液 ，在上述色

谱条件下 ，连续进样 ６次 ，测定峰面积 ，得肉桂酸 、射

干苷 、次野鸢尾黄素的 RSD 分别为 ０畅６８％ 、

０畅５２％ 、０畅７２％ ，表明该仪器的精密度良好 。

2 ．2 ．6 　重复性试验 　 取同一批次 （批号 ：１６０３０５）

样品 ６份 ，按“２畅２畅２”项下方法制成供试品溶液 ，按

“２畅２畅１”项下的色谱条件进样 ６ 次进行测定 ，得肉

桂酸 、 射干苷 、 次野鸢尾黄素的 RSD 分别为
０畅４９％ 、１畅０５％ 、１畅０３％ ，表明该方法有较好的重

复性 。

2 ．2 ．7 　稳定性试验 　精密吸取同一供试品溶液（批

号 ：１６０３０５） ，在上述色谱条件下 ，分别在 ０ 、１ 、２ 、４ 、

８ 、１２ h进样测定 ，测得肉桂酸 、射干苷 、次野鸢尾黄

素峰面积的 RSD 分别为 １畅４３％ 、１畅８９％ 、０畅７８％ ，

表明供试品溶液在 １２ h内稳定 。

2 ．2 ．8 　 加样回收率试验 　 取已知含量的样品（批

号 ：１６０３０５）３ g ，共 ６ 份 ，精密称定 ，置 １００ ml 容量
瓶中 ，分 别 加 入 肉 桂 酸 对 照 品 溶 液 １ ml
（０畅４３５ ２ mg／ml） 、射 干 苷 对 照 品 溶 液 ６ ml
（１畅２０４ ８ mg／ml） 、次野鸢尾黄素对照品溶液 ２ ml
（０畅４０１ ２ mg／ml） ，按供试品溶液的制备方法操作 ，

测定其含量 ，计算回收率 ，结果见表 ２ 。

2 ．2 ．9 　样品含量的测定 　取 ３批样品 ，按供试品溶

液制备方法和色谱条件 ，进样测定 ，计算肉桂酸 、射

干苷 、次野鸢尾黄素的含量 ，结果见表 ３ 。本品以上

述 ３种物质计算 ，每 １ g 复方黑参颗粒中应含肉桂
酸不少于 ０畅１ mg 、射干苷不少于 ２畅０ mg 、次野鸢尾
黄素不少于 ０畅２ mg 。
3 　讨论

3 ．1 　 波长的选择 　 肉桂酸的最大吸收波长在

２７０ nm处 ，射干苷及次野鸢尾黄素的最大吸收波长

在 ２６６ nm 处 ，由于检测样品中肉桂酸的含量较低 ，

为使肉桂酸的检测灵敏度较高 ，选择 ２７０ nm 为检
测波长 。

3 ．2 　 提取溶剂的选择 　 采用 HPLC 法对肉桂酸 、

射干苷和次野鸢尾黄素的含量进行测定时 ，在流动

相的选择上 ，考察乙腈唱水 、乙腈唱磷酸 、甲醇唱磷酸等

系统进行梯度洗脱 ，发现以乙腈唱磷酸作为流动相

时 ，肉桂酸 、射干苷 、次野鸢尾黄素的分离效果最好 。

3 ．3 　玄参和射干的 TLC 鉴别 　 通过 TLC 法鉴别
处方中玄参和射干 ，均得到清晰的 TLC图 。玄参的

５４５
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表 2 　加样回收率试验结果

成分
取样量
（m／g）

样品量
（m／mg）

加入量
（m／mg）

测得量
（m／mg）

回收率
（％ ）

平均回收率
（％ ）

RSD
（％ ）

肉桂酸 ３ 苘．０１２ ４ ０  ．４３６ ２ ０ X．４３５ ２ ０ 枛．８６３ ６ ９９  ．１１ ９９ ]．２３ ０ 噰．６０

３ 苘．０２４ ５ ０  ．４３７ ９ ０ X．４３５ ２ ０ 枛．８６２ ９ ９８  ．８３

３ 苘．００５ ９ ０  ．４３５ ３ ０ X．４３５ ２ ０ 枛．８５９ ４ ９８  ．７３

３ 苘．０１５ ２ ０  ．４３６ ６ ０ X．４３５ ２ ０ 枛．８７０ ６ ９９  ．８６

３ 苘．０１６ ４ ０  ．４３６ ８ ０ X．４３５ ２ ０ 枛．８６１ １ ９８  ．７５

３ 苘．０１７ ３ ０  ．４３６ ９ ０ X．４３５ ２ ０ 枛．８７２ ８ １００  ．０８

射干苷 ３ 苘．０１２ ４ ７  ．４６０ ２ ７ X．２２８ ８ １４ 枛．４３２ ７ ９８  ．２６ ９８ ]．８２ ０ 噰．７６

３ 苘．０２４ ５ ７  ．４９０ ２ ７ X．２２８ ８ １４ 枛．５３４ ８ ９８  ．７５

３ 苘．００５ ９ ７  ．４４４ １ ７ X．２２８ ８ １４ 枛．５１２ ４ ９８  ．９１

３ 苘．０１５ ２ ７  ．４６７ １ ７ X．２２８ ８ １４ 枛．７２９ ８ １００  ．２３

３ 苘．０１６ ４ ７  ．４７０ １ ７ X．２２８ ８ １４ 枛．４２４ ９ ９８  ．１４

３ 苘．０１７ ３ ７  ．４７２ ３ ７ X．２２８ ８ １４ 枛．５０３ ６ ９８  ．６６

次野鸢 ３ 苘．０１２ ４ ０  ．７７０ ６ ０ X．８０２ ４ １ 枛．５５１ ４ ９８  ．６３ ９９ ]．１７ ０ 噰．９４

尾黄素 ３ 苘．０２４ ５ ０  ．７７３ ７ ０ X．８０２ ４ １ 枛．５７４ ９ ９９  ．９３

３ 苘．００５ ９ ０  ．７６８ ９ ０ X．８０２ ４ １ 枛．５６０ ３ ９９  ．３０

３ 苘．０１５ ２ ０  ．７７１ ３ ０ X．８０２ ４ １ 枛．５５２ ２ ９８  ．６３

３ 苘．０１６ ４ ０  ．７７１ ６ ０ X．８０２ ４ １ 枛．５４２ ９ ９８  ．０２

３ 苘．０１７ ３ ０  ．７７１ ８ ０ X．８０２ ４ １ 枛．５８２ ５ １００  ．５３

表 3 　 3批样品含量测定结果

批号

肉桂酸

含量
（mg ／g）

RSD
（％ ）

射干苷

含量
（mg ／g）

RSD
（％ ）

次野鸢尾黄素

含量
（mg ／g）

RSD
（％ ）

１６０３０５ 排０ G．１４４ ８ ０ 破．８９ ２ ．４７６ ５ ０ j．９４ ０ 悙．２５５ ８ ０ �．６９

１６０３０６ 排０ G．１４９ ０ ０ 破．３７ ２ ．４８９ ５ １ j．２４ ０ 悙．２６６ ４ １ �．３４

１６０３０７ 排０ G．１４５ ４ １ 破．２１ ２ ．４６５ ３ ０ j．６７ ０ 悙．２５７ ４ ０ �．５５

定性鉴别曾参照 ２０１５ 年版枟中华人民共和国药典枠

“玄参”药材项下哈巴俄苷鉴别 ，结果斑点分离不清

晰 ，阴性有干扰 。后经过笔者反复试验 ，改变样品的

前处理 ，发现本研究方法专属性强 ，重复性好 。在鉴

别射干时 ，分别采用硅胶 GF２５４板与聚酰胺薄层板
进行鉴别 ，发现使用聚酰胺薄层板阴性对照有干扰 ，

故采用硅胶 GF２５４薄层板对射干进行鉴别 。

3 ．4 　 其他 　 本实验采用 HPLC 法同时测定肉桂
酸 、射干苷 、次野鸢尾黄素 ３ 种成分的含量 ，方法简

便 、快速 、灵敏度高 ，但玄参中肉桂酸含量较低 ，考虑

是否增加哈巴苷或者哈巴俄苷作为其含量测定的指

标性成分 ，并对山豆根中苦参碱和氧化苦参碱 、麦门

冬中麦门冬总皂苷进行含量检测 ，需在以后的实验

中进一步研究 。
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