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ＨＰＬＣ法同时测定金胆片中龙胆苦苷等４种主成分的含量
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（马鞍山市食品药品检验和药品不良反应监测中心，安徽 马鞍山 ２４３０００）

摘要　目的：建立高效液相色谱法同时测定金胆片中４种主要活性成分含量的方法。方法：采用ＡｇｉｌｅｎｔＥ
ｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱；以乙腈（Ａ）０１％磷酸溶液（Ｂ）为流动相梯度洗脱，检测
波长为２７０ｎｍ；柱温为３０℃；流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１。结果：龙胆苦苷、虎杖苷、槲皮素和大黄素质量浓度分别
在７８７５～７８７５μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９）、６７５～６７５０μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９７）、７７２６～７７２６μｇ·ｍＬ－１

（ｒ＝０９９９４）、３８０９～３８０９μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９８）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３１％、９９２１％、９９０４％、９９５９％ （ｎ＝６），ＲＳＤ分别为１８６％、１２４％、１３７％、１１５％。结论：该
实验方法准确性可靠、重复性和稳定性良好，专属性强，可为金胆片的质量控制和标准提升提供参考依据。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｍｅｔｈｏｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅ４ａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｉｎＪｉｎｄａｎｔａｂｌｅｔｓｂｙＨＰＬＣ
Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）ｃｏｌｕｍｎｗａｓａｄｏｐｅｄｕｓｉｎｇａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（ｐｈａｓｅＡ）
０１％ ｐｈｏｐｈｏｒｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｐｈａｓｅＢ）ａｓｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗｉｔｈｇｒａｄｉｅｎｔｐｒｏｇｒａｍａｔｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ１０ｍＬ·
ｍｉｎ－１，ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２７０ｎｍ，Ｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓｓｅｔａｔ３０℃Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｏｆ
ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｉｎ，ｐｏｌｙｄａｔｉｎ，ｑｕｅｒｃｅｔｉｎａｎｄｅｍｏｄｉｎｗｅｒｅ７８７５－７８７５μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９９），６７５－６７５０μｇ·
ｍＬ－１（ｒ＝０９９９７），７７２６－７７２６μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９４），３８０９－３８０９μｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９８），ｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅｐｅａｋａｒｅａｈａｄａｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈｔｈｅｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ４ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖ
ｅｒｙｗｅｒｅ９９３１％，９９２１％，９９０４％，９９５９％，（ｎ＝６）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄＲＳＤｓｗｅｒｅ１８６％，１２４％，
１３７％，１１５％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｉｓｒｅｌｉａｂｌｅ，ｒｅｐｅａｔａｂｌｅａｎｄｓｔａｂｌｅ，ａｎｄｈａｓｓｔｒｏｎｇｓｐｅｃｉ
ｆｉｃｉｔｙＴｈｉｓｍｅｔｈｏｄｃａｎｐｒｏｖｉｄｅａｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆＪｉｎｄａｎｔａｂｌｅｔｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＨＰＬＣ；Ｊｉｎｄａｎｔａｂｌｅｔｓ；ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｉｎ；ｐｏｌｙｄａｔｉｎ；ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ；ｅｍｏｄｉｎ；ｃｏｎｔｅｎｔ

　　金胆片为处方药，曾用名复方胆炎片，具有清热
解毒、消炎利胆、排石作用［１］，临床上主要用于急、

慢性胆囊炎、胆石症以及胆道感染，其处方由龙胆、

金钱草、虎杖、猪胆膏４味中药组成［２］。其原标准收

载于卫生部药品标准中药成方制剂第十六册［３］，后

标准进行了修订，但标准中只有虎杖和猪胆膏的薄

层鉴别，而对组方中其它成分没有定性定量要

求［４］。近年来，对金胆片的质量控制研究较少，主
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要有ＨＰＬＣ测定单味组方的主要药效成分，如测定
处方中金钱草的有效成分槲皮素和山柰酚［５］，龙胆

中的龙胆苦苷［６７］，以及龙胆中龙胆苦苷和虎杖中的

虎杖苷、白藜芦醇类［２，８］，另有薄层扫描法测定虎杖

中的大黄素［９］和对猪胆膏的薄层鉴别［１０］。金胆片

是中药复方制剂，由于成分复杂，给其质量标准的制

定增加了一定困难。本研究拟从处方组成的多种有

效成分入手，开展相关的研究工作，为更加全面的金

胆片的质量标准的制定提供参考依据。

１　仪器与试药
１１　仪器

Ｗａｔｅｒｓ高效液相色谱仪（型号：ｅ２６９５，包括
２９９８ＰＡＤ检测器、四元泵、全自动进样器）；超声波
清洗仪（德国 Ｅｌｍａ公司，型号：ＥｌｍａｓｏｍｉｃＳ１２０Ｈ）；
电子天平（瑞士 ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司，型号：
ＸＰＲ１０５（０１ｍｇ／００１ｍｇ）。
１２　试药

对照品虎杖苷（纯度：８７３％，批号：１１１５７５
２０１６０３）、大黄素 （纯度：９６０％，批号：１１０７５６
２０１９１３）、龙胆苦苷（纯度：９８１％，批号：１１０７７０
２０２２１９）、槲皮素 （纯度：９９１％，批号：１０００８１
２０１８１０），以上对照品均来源于中国食品药品检定
研究院；乙腈、甲醇（色谱纯，美国 ＴＥＤＩＡ公司），水
为超纯水（四川优普超纯科技有限公司）；金胆片为

市场上采购，其他试剂为均为分析纯。

２　方法与结果
２１　色谱条件

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（４６ｍｍ×２５０
ｍｍ，５μｍ）；以乙腈Ａ０１％磷酸溶液Ｂ为流动相梯
度洗脱，洗脱程序：０～３０ｍｉｎ（１０％→４０％Ａ），３０～
４０ｍｉｎ（４０％→９０％ Ａ），４０～５０ｍｉｎ（９０％→２５％
Ａ），５０～５５ｍｉｎ（２５％→１０％ Ａ）；检测波长：
２７０ｎｍ；柱温３０℃；流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１。
２２　溶液的制备
２２１　混合对照品溶液　分别精密称取龙胆苦苷
２００７ｍｇ、虎杖苷１９３３ｍｇ、槲皮素１９４９ｍｇ和大
黄素１９８４ｍｇ，加甲醇超声溶解并定量稀释制成单
一对照品溶液，其质量浓度分别为３９３７７、３３７５０、
３８６２９、１９０４６μｇ·ｍＬ－１，精密量取龙胆苦苷、虎杖
苷、槲皮素和大黄素对照溶液适量置同一１０ｍＬ量
瓶，加甲醇定容制成每１ｍＬ含龙胆苦苷７８７５μｇ、
虎杖苷３３７５μｇ、槲皮素３８６３μｇ、大黄素１９０５μｇ

的混合对照品溶液。

２２２　供试品溶液　取金胆片２０粒，研碎，精密
称取适量，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇５０ｍＬ，
密塞，超声处理３０ｍｉｎ，取出放置室温，用甲醇补充
减失的重量，摇匀，用０４５μｍ滤膜滤过，取续滤液
作为供试品溶液。

２２３　阴性样品溶液　按金胆片处方工艺不加龙
胆、虎杖、金钱草制备阴性样品，取适量样品，加甲醇

超声３０ｍｉｎ，取出放置室温，用０４５μｍ滤膜滤过，
取续滤液作为阴性样品溶液。

２３　方法学考察
２３１　专属性试验　分别吸取对照品溶液、供试
品溶液，阴性样品溶液，按上述“２１”项下色谱条件
进行试验，考察本方法的系统适宜性。分别进样

１０μＬ进行测定，即得 ＨＰＬＣ色谱图，见图１，结果表
明龙胆苦苷、虎杖苷、槲皮素和大黄素分离良好，阴

性样品无干扰。

２３２　线性关系的考察　分别精密吸取“２２１”
项下混合对照品溶液 １０、２０、３０、５０、１００ｍＬ，
置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇定容，摇匀，得到５个浓
度梯度混合对照品溶液，在“２１”项下色谱条件进
样，以色谱峰面积（Ｙ）为纵坐标，质量浓度（Ｘ，μｇ·
ｍＬ－１）为横坐标，绘制标准曲线，得到龙胆苦苷、虎
杖苷、槲皮素和大黄素的回归方程：

Ｙ＝１２３２１Ｘ＋９６６０６　ｒ＝０９９９９
Ｙ＝１００３５Ｘ＋３５６９８　ｒ＝０９９９７
Ｙ＝２２２８Ｘ－２４０３　ｒ＝０９９９４
Ｙ＝３２４２８Ｘ＋３８７５　ｒ＝０９９９８
结果表明，龙胆苦苷、虎杖苷、槲皮素和大黄素

分别在７８７５～７８７５、６７５～６７５０、７７２６～７７２６、
３８０９～３８０９μｇ·ｍＬ－１范围内线性关系良好。
２３３　精密度试验　精密吸取同一对照品溶液
１０μＬ，按相同色谱条件重复进样６次，测定，结果龙
胆苦苷、虎杖苷、槲皮素和大黄素的平均峰面积分别

为２０７７８１６５、７３４５２２７、１７１０７０７７、１２８００７７７，
ＲＳＤ分别为０７０％、０２１％、０２０％ 和０１９％，表明
该方法精密度良好。

２３４　稳定性试验　取同一供试品溶液，分别在
０、３、７、１１、１９及３３ｈ进样测定，进样量为１０μＬ，记
录峰面积，４种成分龙胆苦苷、虎杖苷、槲皮素和大
黄素峰平均面积分别为 １５６２５５８３、１４７４３５５、
２２０８７６３、２５９７３９７，ＲＳＤ分别为１５２％、２５４％、
１０１％、０３０％，结果表明供试品溶液在 ３３ｈ内
稳定。
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Ａ．混合对照品（ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）　Ｂ．供试品（ｓａｍｐｌｅ）Ｃ．缺龙胆阴性

对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔｇｅｎｔｉａｎａｅＲａｄｉｘＥＴＲｈｉｚｏｍａ）　Ｄ．缺虎杖

阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＰｏｌｙｇｏｎｉＣｕｓｐｉｄａｔｉＲｈｉｚｏｍａＥＴＲａｄｉｘ）

Ｅ．缺金钱草阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｏｕｔＬｙｓｉｍａｃｈｉａｅＨｅｒｂａ）

１．龙胆苦苷（ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｉｎ）　２．虎杖苷（ｐｏｌｙｄａｔｉｎ）　３．槲皮素（ｑｕｅｒ

ｃｅｔｉｎ）　４．大黄素（ｅｍｏｄｉｎ）

图１　金胆片各成分ＨＰＬＣ色谱图
Ｆｉｇ１　 ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｉｎＪｉｎｄａｎ
Ｔａｂｌｅｔｓ

２３５　重复性试验　取批号为２３０１０１的金胆片
样品６份，按制“２２２”项下方法备供试品溶液，分
别进样１０μＬ注入液相色谱仪进行测定，按上述色

谱条件，计算峰面积与取样量的关系，结果龙胆苦

苷、虎杖苷、槲皮素和大黄素的含量分别为１２４０４、
１１４９、１０９４、０６９１ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ分别为 ２６０％、
２４３％、１６１％、１３５％，表明该方法重复性良好。
２３６　加样回收率试验　精密称取已知含量批号
２３０１０１的金胆片样品０２５ｇ，分别精密加入一定量
的对照品溶液，均按“２３”项下方法制备，按“２１”
项下色谱条件进行测定，分别计算龙胆苦苷、虎杖

苷、槲皮素和大黄素的加样回收率，结果见表１。
２３７　样品的含量测定　取不同厂家的金胆片，
按上述供试品溶液方法进行制备，按“２１”项下色
谱条件各进样１０μＬ，依法测定，记录色谱峰面积，
按外标法计算含量，结果见表２。

３　讨论
３１　检测波长的确定

龙胆苦苷、槲皮素、虎杖苷和大黄素均有紫外吸

收，且吸收波长均不一样，龙胆为处方中君药，中国

药典２０２０年版一部中测定波长为２７０ｎｍ［１１］，处方
中猪胆膏中有效成分在近紫外未端才有吸收［１２］，故

本次研究没有考虑。取混合对照品在２００～４００ｎｍ
下扫描，结果３７０、２９４、２６９、２１８ｎｍ下有最大吸收，
经ＰＤＡ检测，分别在上述几个波长处考察峰形大小
及对称性，以及参考文献［６７］进行比较后，２７０ｎｍ
波长处吸收较优，故最终选择２７０ｎｍ为检测波长。
３２　样品提取方法的选择

预试验中用甲醇、乙醇，８０％ 甲醇、５０％ 乙醇
作为提取溶剂，分别超声处理３０、６０ｍｉｎ及热水水
浴６０ｍｉｎ，发现甲醇提取优于乙醇，水浴处理略高超
声３０ｍｉｎ，但甲醇提取液中干扰成分较少［２］，因超

声处理相对于加热回流提取简单，故选择甲醇超声

处理３０ｍｉｎ为提取的方法。
３３　色谱柱的选择

分别用 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸ ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ Ｃ１８、
ＷｅｌｃｈＵｌｔｉｍａｔｅＸＢＣ１８、ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤＣ１８、
进行比较，发现不同色谱柱对样品的分离效果均良

好，出峰时间适中，表明不同品牌的色谱柱对目标成

分的分离影响较小，此方法适应不同的Ｃ１８色谱柱。
３４　流动相的选择

液相测定预试验中，先采用不同比例甲醇、乙

腈、０１％磷酸溶液等度洗脱，能够检出 １～２个成
分，且发现要么是分离度达不到要求，要么就是出峰

时间过快或过长，后采用梯度洗脱，发现能取得良好

的效果。
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表１　加样回收率测定结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ１　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆ４ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｉｎＪｉｎｄａｎｔａｂｌｅｔｓ

成分　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ）　

取样量

（ｓａｍｐｌｅｗｅｉｇｈｔ）／

ｇ

样品中含量

（ｓａｍｐｌｅｃｏｎｔｅｎ）／

μｇ

加入量

（ａｄｄｅｄａｍｏｕｎｔ）／

μｇ

测得量

（ｄｅｔｅｃｔｅｄａｍｏｕｎｔ）／

μｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／

％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／

％

ＲＳＤ

／％

龙胆苦苷 ０２５１２ ３１１５８２ ３９３７７ ３５０１２１ ９７８７ ９９３１ １８６

（ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｉｎ） ０２５０６ ３１０８３７ ３９３７７ ３４９２５６ ９７５７

０２５７６ ３１９５２０ ３９３７７ ３５９９５１ １０２６７

０２５０３ ３１０４６５ ３９３７７ ３４９４７２ ９９０６

０２５０７ ３１０９６２ ３９３７７ ３５０２９９ ９９９０

０２４８１ ３０７７３７ ３９３７７ ３４６６４９ ９８８２

虎杖苷 ０２５１２ ２８８５４ ８４３８ ３７２１０ ９９０３ ９９２１ １２４

（ｐｏｌｙｄａｔｉｎ） ０２５０６ ２８８１５ ８４３８ ３７１２４ ９８４８

０２５７６ ２９６２０ ８４３８ ３７９２０ ９８３７

０２５０３ ２８７８０ ８４３８ ３７０７６ ９８３２

０２５０７ ２８８２６ ８４３８ ３７２２８ ９９５７

０２４８１ ２８５２８ ８４３８ ３７０９３ １０１５２

槲皮素 ０２５１２ ２７４７３ ９６５７ ３７０２５ ９８９１ ９９０４ １３７

（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ） ０２５０６ ２７４０７ ９６５７ ３６７９６ ９７２２

０２５７６ ２８１７３ ９６５７ ３７６４４ ９８０８

０２５０３ ２７３７４ ９６５７ ３７１０６ １００７７

０２５０７ ２７４１８ ９６５７ ３７１１６ １００４２

０２４８１ ２７１３４ ９６５７ ３６６８０ ９８８４

大黄素 ０２５１２ １７３５０ ４７６２ ２２１５０ １００８０ ９９５９ １１５

（ｅｍｏｄｉｎ） ０２５０６ １７３０９ ４７６２ ２２０３８ ９９３１

０２５７６ １７７９２ ４７６２ ２２４３９ ９７５８

０２５０３ １７２８８ ４７６２ ２２０５５ １００１２

０２５０７ １７３１６ ４７６２ ２２０４５ ９９３３

０２４８１ １７１３６ ４７６２ ２１９１５ １００３８

表２　金胆片中４种成分的含量测定结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ２　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ４ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＪｉｎｄａｎｔａｂｌｅｔｓ

生产厂家

（ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ）

批号

（ｂａｔｃｈＮｏ）

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（ｍｇ·ｇ－１）

龙胆苦苷（ｇｅｎｔｉｏｐｉｃｒｉｎ） 虎杖苷（ｐｏｌｙｄａｔｉｎ） 槲皮素（ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ） 大黄素（ｅｍｏｄｉｎ）

Ａ ２３０１０１ １２４０４ １１４９ １０９４ ０６９１

Ｂ ２２０４０５ １１１３ ３１６８ ２１５７ ０５１１

Ｂ ２２０６０４ １１７２ ３２４５ ２０３３ ０４９７

Ｃ ２０２２０２０３ ３９０５ ３０３９ １９３５ ０２７１

Ｃ ２０２１０８０１ ３７６５ ３１４２ １８３７ ０２８８

Ｄ ２２１００２ ２２７６ ４３５７ ３９０２ １０６４

Ｄ ２３０２０１ ２２９４ ４３１１ ３８４７ １０９９

　　本试验对４个厂家的金胆片进行检测，发现不
同厂家的金胆片中有效成分含量相差较大，尤其是

龙胆苦苷相差近１０倍，有文献报道龙胆苦苷相差近
１４倍，甚至还有没有检出［２］，《中国药典》２０２０年版
中龙胆来源分为龙胆和坚龙胆，而【含量测定】项下

规定，龙胆中龙胆苦苷不少于０３０％，坚龙胆中不
得少于０１５％［１１］，另外就是标准过低，没有定量要

求，可能会导致采用含量较低的坚龙胆，或劣质药材

进行投料，故为保证药品疗效，一方面应加强源头监

管，另一方面其质量标准亟待提高。
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