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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立紫外唱可见分光光度法测定复方茵陈合剂中总黄酮含量 。方法 　以芦丁作为对照 ，依次用直接测定

法 、氯化铝唱醋酸钠显色法 、硝酸铝显色法 ，探究最优测定方法 。结果 　本品最优显色法为硝酸铝显色法 ，测定波长为 ５０８ nm ，

在 ０ ．０１２ ５ ～ ０ ．０６２ ６ g／L范围内线性关系良好 ，线性回归方程为 Y ＝ １２ ．１２７ ３０ X ＋ ０ ．０００ １４（ r ＝ ０ ．９９９ ９） ，加样回收率平均

值为 ９９ ．４９％ （n＝ ９ ，RSD为 ０ ．８４％ ） 。结论 　硝酸铝显色法可作为复方茵陈合剂中总黄酮的含量测定方法 ，该法简便 、快速 、

稳定可靠 。
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Research on the determination of total flavonoids in compound Yinchen mixture
LIU Xiaoling ，CAI Xiaohui ，NI Xiaoxia ，WANG Qingfen （No ．１７５ Hospital of PLA ，Zhangzhou ３６３０００ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish a method for the determination of the total flavonoids content in compound Yinchen
mixture by UV spectrophotometry ．Methods 　 Using rutin as comparison ，three coloration methods were studied to find the op唱
timal assay method ．Results 　 The sample was detected at ５０８ nm wavelength by NaNO２唱Al（NO３ ）３唱 NaOH reaction with rutin
as reference ．The rutin content had a liner relationship in the range of ０ ．０１２ ５唱０ ．０６２ ６ g／L （n＝ ９ ，r ＝ ０ ．９９９ ９） ，and the aver唱
age recovery rate was ９９ ．４９％ with RSD of ０ ．８４％ ．Conclusion 　 The NaNO２唱 Al（NO３ ）３唱 NaOH coloration method is proved
to be simple ，quick ，stable and reliable for the determination of total flavonoids in compound Yinchen mixture ．

　 　 ［Key words］ 　 UV spectrophotometry ；compound Yinchen mixture ；total flavonoids ；content determination

　 　复方茵陈合剂是解放军 １７５医院临床协定处方

制成的复方中药制剂 ，用于治疗急慢性肝炎 ，已在临

床应用 １０余年 。该处方由茵陈 、栀子 、大黄三味中

药组成 ，方中茵陈为君药 ，据相关文献报道［１唱５］
，黄酮

类成分是茵陈的主要有效成分 ，具有护肝 、解肝毒等

作用 ，在肝炎的治疗中发挥了很大功效 。总黄酮测

定方法包括紫外可见分光光度法［６ ，７］
、高效液相色

谱法［８］
、毛细管电泳法［９］等 。其中 ，紫外可见分光光

度法成为测定总黄酮含量最为简便和快速的方法 ，

在日常检验中能很好地节约时间 ，包括直接测定法

和比色法 。近年来 ，金属离子络合法［１０ ，１１］已成为总

黄酮含量测定应用较为普遍的方法 ，该法是在酸性

或碱性条件下 ，金属离子与黄酮发生络合 ，反应后形

成有色的螯合物 ，再用比色法测定含量 ，最常用的显

色方法有氯化铝唱醋酸钠显色法（AlCl３唱CH３ COONa

法） 、硝酸铝显色法［NaNO２唱Al（NO３ ）３唱NaOH 法］ 。

复方茵陈合剂总黄酮测定方法未见报道 ，故笔者以
芦丁为对照品 ，对直接测定法 、AlCl３唱CH３ COONa
法和 NaNO２唱Al（NO３ ）３唱NaOH 法进行考察 ，建立适
用于本品的总黄酮含量测定方法 。

1 　仪器与试药

　 　紫外可见分光光度计（２５５０ 岛津唱苏州） ，电子
分析天平 （AUW１２０D 岛津唱日本 ） ，低速离心机
（LD５唱２A ，北京医用离心机厂） ，数显恒温水浴锅
（HH２江苏金坛市江南仪器厂） ，华美冷柜（SY唱１７６
杭州华美电冰箱厂） 。

　 　芦丁对照品（贵州迪大生物科技有限责任公司 ，

批号 ：０７５７唱２００２０６） ，氢氧化钠 、亚硝酸钠 、硝酸铝 、

氯化铝 ，均购自西陇化工股份有限公司 ，９５％ 乙醇

（上海化学试剂总厂）等试剂均为分析纯 。复方茵陈

合剂为本院自制 ，批号 ：２０１６１２３０ 、２０１７０２０８ 、

２０１７０２１８ 。

2 　方法与结果

2 ．1 　芦丁对照品溶液的制备 　 精确称取芦丁对照
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品 ０ ．００７ ８３ g ，置于 ２５ ml容量瓶中 ，加 ６０％ 乙醇稀

释并定容至刻度 ，摇匀 ，即得浓度为 ０ ．３１３ ２ g／L 的
芦丁储备液 。

2 ．2 　供试品溶液的制备 　 取复方茵陈合剂（批号 ：

２０１７０２１８） ，精密量取 ２ ．５ ml置 ５０ ml容量瓶中 ，加

６０％ 乙醇定容 ，于 ４ ５００ r／min离心 １５ min ，取上清
液 ，即得供试品溶液 ，备用 。

2 ．3 　供试液本体干扰实验 　 精密量取供试品溶液

１ ．０ ml置 ２５ ml 容量瓶中 ，加 ６０％ 乙醇至刻度 ，以

６０％ 乙醇作为参比 ，于 ２００ ～ ８００ nm 处扫描 ，测得

５０８ nm处吸光度（A）为 ０ ．０１５ ，存在干扰 ，作为供试

品含量测定参比溶液 ；另将 ６０％ 乙醇及加显色剂的

６０％ 乙醇均按上述条件扫描 ，均无吸收 ，不存在

干扰 。

2 ．4 　显色条件优选

2 ．4 ．1 　显色系统优选 　直接测定法 ：精密量取对照

品储备液和供试品溶液１ ．０ ml于 ２５ ml容量瓶中 ，

用 ６０％ 乙醇稀释并定容至刻度 ，摇匀 。 于 ２００ ～

８００ nm处扫描 ，记录最大吸收波长（图 １A ） 。氯化
铝唱醋酸钠显色法 ：分别精密量取对照品储备液和供

试品溶液１ ．０ ml于 ２５ ml容量瓶中 ，依次加入 １０％

氯化铝１ ．０ ml ，NaAC唱HAC （pH ＝ ５ ．５０）１ ．０ ml ，用
６０％ 乙醇稀释并定容至２５ ml ，于 ２００ ～ ８００ nm处扫
描 ，记录最大吸收波长（图 １B） 。
　 　硝酸铝显色法 ：分别精密量取对照品储备液和

供试品溶液１ ．０ ml于 ２５ ml容量瓶中 ，加 ５％ 亚硝酸

钠溶液 １ ml ，摇匀静置 ６ min ，继续加 １０％ 硝酸铝溶

液 １ ml ，摇匀静置 ６ min ，最后加入 ４％ 氢氧化钠溶

液１０ ml ，用 ６０％ 乙醇稀释至刻度 ，摇匀静置

１５ min ，在 ２００ ～ ８００ nm波长范围内扫描（图 １C） 。

图 1 　复方茵陈合剂中总黄酮测定方法的比较
A ．直接测定法 ；B ．氯化铝唱醋酸钠显色法 ；C ．硝酸铝显色法 ；a ．空白 ；b ．供试品 ；c ．对照品

　 　综上 ３种方法 ，直接测定法与氯化铝测定法比

较 ，对照品与供试品最大吸收波长均不一致 ，而硝酸

铝显色法中 ，芦丁对照品溶液与供试品溶液的最大

吸收波长均为 ５０８ nm ，吸光度分别为 ０ ．３５２ 和

０畅３６１ 。笔者拟采用硝酸铝显色法 ，并对其进行显色

条件优化 。

2 ．4 ．2 　显色条件优选 　均以供试品不加显色剂作

为参比溶液 。

　 　 硝酸铝浓度的考察 ：精密量取供试品溶液

１ ．０ ml ，置 ２５ ml容量瓶中 ，按照“２ ．４ ．１”项下方法 ，

分别加入 ６％ 、８％ 、１０％ 、１２％ 、１４％ 硝酸铝溶液 ，于

２００ ～ ８００ nm处扫描 ，最大吸收波长一致 ，结果浓度

１０％ 的硝酸铝在５０８ nm波长下 ，吸光度值趋于稳

定 ，结果见图 ２A 。

　 　氢氧化钠浓度的考察 ：精密量取供试品溶液

１ ．０ ml ，置 ２５ ml容量瓶中 ，按照“２ ．４ ．１”项下方法 ，

分别加入 ２％ 、４％ 、６％ 、８％ 、１０％ 氢氧化钠溶液 ，于

２００ ～ ８００ nm 处扫描 ，最大吸收波长一致 ，结果 ６％

氢氧化钠溶液在５０８ nm波长下 ，吸光度值最大 ，结

果见图 ２B 。
　 　氢氧化钠用量的考察 ：精密量取供试品溶液

１ ．０ ml ，置 ２５ ml容量瓶中 ，按照“２ ．４ ．１”项下方法 ，

分别加入 ２ 、４ 、６ 、８ 、１０ ml 氢氧化钠溶液 ，于 ２００ ～

８００ nm处扫描 ，最大吸收波长一致 ，结果 ８ ml氢氧
化钠溶液在５０８ nm波长下 ，吸光度值最大 ，结果见

图 ２C 。
2 ．5 　显色条件确定 　 精密量取待测液 １畅０ ml ，加
５％ 亚硝酸钠溶液 １ ml ，摇匀放置 ６ min ；继续加
１０％ 硝酸铝 １ ml ，摇匀放置 ６ min ；最后加 ６％ 氢氧

化钠溶液 ８ ml ，用 ６０％ 乙醇定容至刻度 ，摇匀 ，放置

１５ min ，以不加显色剂的供试品作为参比 ，于

５０８ nm处测定吸光度 。

2 ．6 　 线性与回归方程 　 精密量取芦丁对照溶液

（０畅３１３ ２ g／L）０ 、１ 、２ 、３ 、４ 、５ ml ，分别置于 ２５ ml量
瓶中 ，按“２ ．５”项下硝酸铝显色法 ，制备系列浓度对

照品溶液 ，以同法制备参比溶液 。在 ５０８ nm波长处
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图 2 　复方茵陈合剂总黄酮测定中显色条件的考察
A ．硝酸铝浓度考察 ；B ．氢氧化钠浓度考察 ；C ．氢氧化钠用量考察

测定吸光度 ，以浓度（g／L）为横坐标 、吸光度（A）为
纵坐标绘制标准曲线 。 计算得回归方程为 ：Y ＝

１２畅１２７ ３０ X ＋ ０ ．０００ １４ ，r ＝ ０ ．９９９ ９ ，表明芦丁对照

品浓度在 ０ ．０１２ ５ ～ ０ ．０６２ ６ g／L 与吸光度之间呈现
良好的线性关系 。

2 ．7 　精密度试验 　精密量取按“２ ．１”项下制备的芦

丁储备液 １ ．０ ml （６ 份） ，置于 ２５ ml 量瓶中 ，按

“２ ．５” 项下方法依次添加各试剂 ，用 ６０％ 乙醇定容

至２５ ml ，以同法制备参比溶液 ，于 ５０８ nm波长处测
定吸光度 ，以吸光度计算 RSD％ （n＝ ６） ，见表 １ 。

2 ．8 　重复性试验 　精密量取按“２ ．２”项下制备的复

方茵陈合剂供试品溶液（批号 ：２０１７０２１８）１ ．０ ml ，６
份 ，置于 ２５ ml量瓶中 ，按“２ ．５” 项下硝酸铝显色法

试验方案依次添加各试剂 ，用 ６０％ 乙醇定容至

２５ ml ，以同法制备参比溶液 ，在 ５０８ nm波长处测定
吸光度 ，以吸光度计算 RSD％ （n＝ ６） ，见表 １ 。

表 1 　复方茵陈合剂总黄酮精密度及重复性实验结果（n ＝ ６）

项目
吸光度（A）

１ j２ `３ V４ L５ B６ 8平均值

RSD
（％ ）

精密度 ０  ．４４２ ０  ．４４２ ０  ．４４１ ０ �．４４２ ０ 痧．４４１ ０ 骀．４４１ ０  ．４４１ ０ 9．１２

重复性 ０  ．４１０ ０  ．４０９ ０  ．４２２ ０ �．４１１ ０ 痧．４１４ ０ 骀．４０９ ０  ．４１３ １ 9．２１

2 ．9 　稳定性试验 　精密量取按“２ ．２”项下制备的复

方茵陈合剂供试品溶液（批号 ：２０１７０２１８）１ ．０ ml ，置
于 ２５ ml量瓶中 ，按“２ ．５” 项下硝酸铝显色法依次

添加各试剂 ，用 ６０％ 乙醇定容至 ２５ml ，以同法制备
参比溶液 ，每隔 １０ min测定一次 ，在 ５０８ nm波长处
测定吸光度 ，以吸光度计算 RSD为 １ ．０５％ （n＝ ６） ，

样品在 ６０ min内稳定 。

2 ．10 　加样回收率试验 　精密量取复方茵陈合剂供

试品溶液（批号 ：２０１７０２１８）１ ．２５ ml ，置于 ５０ ml 量
瓶中 ，再精密量取１ ．０ ml ，置于 ２５ ml 量瓶中 ，共 ９

份 ，分 成 ３ 组 ，分 别 加 入 芦 丁 对 照 品 溶 液

（０ ．８２０ ０ g／L） ０ ．５０ 、１ ．００ 、１ ．５４ ml ，按“２ ．５” 项下

硝酸铝显色法依次添加各试剂 ，用 ６０％ 乙醇定容至

２５ ml ；在 ５０８ nm波长处测定吸光度 ，计算总黄酮含

量 ，其回收率平均值为 ９９ ．４９％ ，RSD 为 ０ ．８３６ ７％

（n＝ ９） ，结果见表 ２ 。

表 2 　复方茵陈合剂总黄酮加样回收率试验结果（n＝ ９）

样品取
样量

（m／mg）
样品
含量

（m／μg）
加入量
（m／μg）

测得量
（m／μg）

回收率
（％ ）

平均回
收率
（％ ）

RSD
（％ ）

２１  ．２５ ４２５ 吵２０５  ６２８ X．５ ９９ 牋．２４ ９９ �．４９ ０ �．８３６ ７

２１  ．２５ ４２５ 吵２０５  ６２６ X．４ ９８ 牋．２４

２１  ．２５ ４２５ 吵２０５  ６３０ X．５ １００ 牋．３０

２１  ．２５ ４２５ 吵４１０  ８３６ X．７ １００ 牋．４０

２１  ．２５ ４２５ 吵４１０  ８３２ X．６ ９９ 牋．４０

２１  ．２５ ４２５ 吵４１０  ８２８ X．４ ９８ 牋．４０

２１  ．２５ ４２５ 吵６３１  ．４ １ ０５９ X．３ １００ 牋．５０

２１  ．２５ ４２５ 吵６３１  ．４ １ ０５５ X．２ ９９ 牋．８１

２１  ．２５ ４２５ 吵６３１  ．４ １ ０５１ X．１ ９９ 牋．１５

2 ．11 　复方茵陈合剂中总黄酮含量测定 　 按“２ ．２”

项下制备复方茵陈合剂供试液 ３ 批 （批号 ：

２０１６１２３０ 、２０１７０２０８ 、２０１７０２１８） ，按“２ ．５”项下硝酸

铝显色法依次添加各试剂 ，用 ６０％ 乙醇定容至

２５ ml ；以不加显色剂的供试品作为参比溶液 ，在

５０８ nm波长处测定吸光度 ，计算总黄酮含量 ，结果

见表 ３ 。

表 3 　复方茵陈合剂中总黄酮含量测定结果（n＝ ３）

批号
总黄酮

（ρB ／g · L － １ ）

平均值
（ρB ／g · L － １ ）

RSD
（％ ）

２０１６１２３０ 墘１３  ．８８８ １３ M．９０２ ０ T．１７４ ４

１３  ．９３０

１３  ．８８８

２０１７０２０８ 墘１４  ．６３０ １４ M．６４３ ０ T．１６１ ６

１４  ．６３０

１４  ．６７１

２０１７０２１８ 墘１５  ．２４９ １５ M．２３５ ０ T．１５５ ４

１５  ．２０８

１５  ．２４９

９４５
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3 　讨论

3 ．1 　硝酸铝显色法及氯化铝显色法原理 　 前者原

理为 ：亚硝酸钠作为还原剂将黄酮还原后 ，再加

Al３ ＋ 进行络合反应 ，最后加 NaOH 提供碱性环境 ，

使黄酮 C 环开裂生成查尔酮从而显示橙红色 。后

者原理为 ：Al３ ＋ 在酸性条件下先与黄酮的 ３唱羟基唱４唱

羰基 、５唱羟基唱４唱羰基和 B环邻二酚羟基发生络合反
应 ，形成的络合物会让紫外吸收红移至 ４２０ nm ，作

为另一种鉴别方法［１２］
。本品用比色法进行含量测

定 ，参考文献［１３ ，１４］ ，硝酸铝 、氢氧化钠浓度及用量

对总黄酮含量影响较大 ，故对其进行显色条件优化 。

　 　 实验结果表明 ，本品在 ４２０ nm 处没有显示与
对照品一致的最大吸收 ，可能是由于本品黄酮类成

分缺乏 ３唱羟基 、B 环邻二酚羟基等结构 ，无法与

Al３ ＋ 发生络合反应 ，不能用氯化铝显色法测定 。

3 ．2 　稳定性考察 　试验考察供试液 ６０ min内的稳
定性 ，结果表明显色反应后的供试液在 ６０ min后总
黄酮含量开始下降 ，故进行总黄酮含量测定时 ，应当

在显色反应之后立即测定 。

　 　综上所述 ，本实验优选出的硝酸铝显色法用于

测定复方茵陈合剂中总黄酮含量 ，具有简便 、快速 、

准确可靠等优点 ，适用于院内制剂的快速检定 。
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为粉红色 ，提示酮康唑发生氧化 。 L唱A 是油溶性的
抗氧剂 ，在软膏基质中溶解良好 ，含 L唱A 的软膏性
状稳定 ，颜色无明显变化 ，且经过影响因素试验和加

速试验测试 ，含 ０ ．５％ L唱A 软膏中的 ３种药物在高

温 、高湿和强光照射下的含量均在 ９８％ 以上 。

　 　以上结果表明 ，自制的复方酮康唑软膏具有优

良的稳定性 ，下一步将研究其经皮渗透和药效学 。
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