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  [ 摘要]  目的: 建立牛黄上清微丸定性及定量分析方法。方法:采用薄层色谱法对制剂中的人工牛黄、栀子、赤芍、连翘、

黄连、黄柏、黄芩、大黄和冰片进行定性鉴别; 采用高效液相色谱法测定制剂中的黄芩苷、大黄素和大黄酚的含量。结果: 薄层

色谱显色清晰, 重复性好, 阴性对照无干扰; 黄芩苷线性范围为 0. 091 6 ～0. 916 0 μg, r = 0. 999 7, 回收率和 RSD 分别为

98. 48%和 2. 05% ;大黄素线性范围为 0. 034～0. 272 μg, r = 0. 999 9,回收率和 RSD分别为 97. 45%和 2. 16% ; 大黄酚线性范围

为 0. 055～0. 44 μg, r = 0. 999 9,回收率和 RSD分别为 98. 55%和 2. 26%。结论: 该方法操作简便,结果准确,重复性好, 可用于

该制剂的质量控制。
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  牛黄上清微丸由人工牛黄,栀子,黄连,黄柏,黄

芩,大黄,连翘, 赤芍,冰片等 19 味药材组成。具有

清热泻火、散风止痛之功效,临床用于热毒内盛、风

火上攻所致的头痛眩晕, 目赤耳鸣,咽喉肿痛, 口舌

生疮,牙龈肿痛, 大便燥结 [ 1 ]
。方中黄芩、大黄具有

清热燥湿,泻火解毒,泻热通肠,凉血解毒的功效,故

选择黄芩中黄芩苷,大黄中大黄素、大黄酚的功效成

分作为牛黄上清微丸定量分析的质控指标,采用高

效液相色谱法进行含量测定。对制剂中的人工牛

黄、栀子、赤芍、连翘、黄连、黄柏、黄芩、大黄和冰片

进行定性鉴别。

1 仪器与试药

美国 HP1100 高效液相色谱仪, G1311A 四元

泵, G1313A 自动进样器, G1316A 柱温箱, G1315A

二极管 矩阵检 测器 及 HPCHEM 色谱 工作 站;

Xtimate-C18 ( 4. 6 mm×250 mm, 5 μm) 色谱柱; 甲醇

为色谱纯,其他试剂为分析纯,水为高纯水;对照品:

黄芩苷 ( 0715-9506 ) 、大黄素 ( 756-8902) 、大黄酚

( 0796-9404) 、胆酸( 078-9211) 、猪去氧胆酸( 9304) 、

栀子苷 ( 0749-200007) 、盐酸小檗碱对照品 ( 0713-

9906) 、连翘苷对照品 ( 821-9401 ) 、芍药苷对照品

( 0736-9811) 、龙脑对照品 ( 881-200001) 、人工牛黄

对照药材 ( 1197-200101 ) 、黄连对照药材 ( 0913-

0301) 、黄柏对照药材 ( 0937-20004) 、黄芩对照药材

( 0955-9904) 、大黄对照药材 ( 902-9002) 、连翘对照

药材( 0908-0301) 均由中国药品生物制品检定所提

供;牛黄上清微丸。

2 方法与结果

2.1 薄层鉴别

2.1.1 人工牛黄 取牛黄上清微丸 4. 5 g,研细,加

三氯甲烷 20 mL,超声处理 30 min,滤过,滤液蒸干,

残渣加乙醇 1 mL使溶解,作为供试品溶液,另取人

工牛黄对照药材 0. 1 g,同法制成对照药材溶液。再

取胆酸、猪去氧胆酸对照品, 加乙醇制成每 1 mL含

2 mg的混合溶液,作为对照品溶液。照薄层色谱法

试验,吸取上述 3 种溶液各 5 μL,分别点于同一硅胶

G薄层板上,以异辛烷-醋酸乙酯-冰醋酸 ( 15∶7∶5)

为展开剂,展开, 取出,晾干, 喷以 10% 硫酸乙醇溶

液, 105 ℃加热至斑点显色清晰, 置紫外光灯 ( 365

nm) 下检视,供试品色谱中,在与对照药材、对照品

色谱相应的位置上,显相同颜色的荧光斑点。

2.1.2 赤芍 取牛黄上清微丸 9 g,研细,加乙醇 50

mL,超声处理 20 min,滤过,滤液蒸干,残渣加水 20

mL使溶解,用乙醚提取 3 次,每次 20 mL,弃去乙醚

液,再用水饱和正丁醇提取 3 次, 每次 15 mL,合并

提取液,蒸干,残渣加乙醇 1 mL使溶解,拌入少许中

性氧化铝,水浴上拌匀干燥,加于中性氧化铝柱( 100

～200 目, 1 g,内径约 10 mm) 顶部,用甲醇 50 mL洗

脱,收集洗脱液蒸干,残渣加乙醇 1 mL使溶解,作为
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供试品溶液。另取芍药苷对照品, 加甲醇制成每 1

mL含 2 mg的溶液,作为对照品溶液。照薄层色谱

法试验,吸取上述 2 种溶液各 4, 2 μL,分别点于同一

硅胶 G自制薄层板上,以三氯甲烷-醋酸乙酯-甲醇-

甲酸( 40∶5∶10∶0. 2) 为展开剂,展开,取出, 晾干,喷

以 5%香草醛硫酸溶液,加热至斑点显色清晰。供

试品色谱中,在与对照品色谱相应的位置上,显相同

的蓝紫色斑点。

2.1.3 栀子 取 2.1. 2项下的供试品溶液,作为供

试品溶液。另取栀子苷对照品加乙醇制成每 1 mL

含 4 mg的溶液,作为对照品溶液。照薄层色谱法试

验,吸取上述 2 种溶液各 5 μL,分别点于同一硅胶 G

薄层板上,以乙酸乙酯-丙酮-甲酸-水( 5∶5∶1∶1) 为展

开剂,展开, 取出, 晾干, 喷以硫酸乙醇 ( 5→10) 溶

液,在 110 ℃加热至斑点显色清晰。供试品色谱中,

在与对照品色谱相应的位置上,显相同颜色的斑点。

2.1.4 连翘 取 2.1. 2项下的供试品溶液,作为供

试品溶液。另取连翘对照药材 1 g,同法制成对照药

材溶液。再取连翘苷对照品,加甲醇制成每 1 mL含

1 mg的溶液,作为对照品溶液。照薄层色谱法 [ 2]
试

验,吸取供试品溶液、对照药材溶液各 10 μL, 对照

品溶液 2 μL,分别点于同一硅胶 G薄层板上, 以三

氯甲烷-甲醇-冰醋酸 ( 85∶10∶5) 为展开剂,展开,取

出,晾干, 喷以 5% 香草醛硫酸溶液,加热至斑点显

色清晰。供试品色谱中,在与对照药材、对照品色谱

相应的位置上,显相同颜色的斑点。

2.1.5 黄连、黄柏 取牛黄上清微丸 2 g,研细,加

甲醇 30 mL,超声处理 20 min, 滤过,滤液作为供试

品溶液。另取黄连、黄柏对照药材各 1 g,分别同法

制成对照药材溶液。再取盐酸小檗碱对照品加甲醇

制成每 1 mL含 1 mg的溶液,作为对照品溶液。照

薄层色谱法试验,吸取供试品溶液 5 μL,黄连、黄柏

对照药材溶液各 1, 5 μL,对照品溶液 1 μL,分别点

于同一硅胶 G薄层板上,以苯-乙酸乙酯-甲醇-异丙

醇-浓氨试液( 6∶3∶1. 5∶1. 5∶0. 5) 为展开剂,展开箱

一侧槽中加入展开剂,另槽加入展开剂等体积的浓

氨试液,共同预平衡 15 min, 展开, 取出, 晾干, 置紫

外光灯 ( 365 nm) 下检视。供试品色谱中, 在与黄

连、黄柏对照药材色谱相应的位置上,显相同的两个

黄色荧光斑点;在与对照品色谱相应的位置上,显相

同的黄色荧光斑点。

2.1.6 黄芩 取 2.1. 5项下的供试品溶液,作为供

试品溶液。另取黄芩对照药材 1 g,同法制成对照药

材溶液。再取黄芩苷对照品,加甲醇制成每 1 mL含

1 mg的溶液, 作为对照品溶液。照薄层色谱法试

验,吸取上述 3 种溶液各 1 μL,分别点于同一聚酰胺

薄膜上,以 36%乙酸为展开剂,预平衡 20 min,展开,

取出,晾干,喷以 1%三氯化铁乙醇溶液。供试品色

谱中,在与对照药材色谱相应的位置上,显相同颜色

的斑点;在与对照品色谱相应的位置上,显相同颜色

的暗绿色斑点。

2.1.7 大黄 取牛黄上清微丸 2 g,研细,加甲醇 30

mL,超声处理 20 min,滤过,取滤液 5 mL,蒸干,加水

10 mL使溶解, 再加盐酸 1 mL, 置水浴中加热 30

min,立即冷却,用乙醚分 2 次提取, 每次 20 mL,合

并乙醚液,蒸干,残渣加三氯甲烷 1 mL使溶解,作为

供试品溶液。另取大黄对照药材 0. 2 g,同法制成对

照药材溶液。再取大黄酸对照品加甲醇制成每 1

mL含 1 mg的溶液, 作为对照品溶液。照薄层色谱

法试验,吸取上述 3 种溶液各 5 μL,分别点于同一硅

胶 G薄层板上,以石油醚 ( 30 ～60 ℃) -甲酸乙酯-甲

酸( 15∶5∶1) 的上层溶液为展开剂,展开,取出,晾干,

置紫外光灯( 365 nm) 下检视。供试品色谱中,在与

对照药材色谱相应的位置上, 显相同的 5 个橙黄色

荧光主斑点;在与对照品色谱相应的位置上,显相同

颜色的橙黄色荧光斑点,置氨蒸气中熏后,日光下检

视,斑点变为红色。

2.1.8 冰片 取牛黄上清微丸 1. 5 g,研细,置圆底

烧瓶中,加水 175 mL,连接挥发油测定器,自测定器

上端加水使充满刻度,并溢流入烧瓶时为止,再加入

乙酸乙酯 2 mL,回流 15 min,放置至室温,取乙酸乙

酯层作为供试品溶液。另取冰片加乙酸乙酯制成每

1 mL含 10 mg的溶液,作为对照药材溶液。再取龙

脑对照品加乙酸乙酯制成每 1 mL含 5 mg 的溶液,

作为对照品溶液。照薄层色谱法试验,吸取上述 3

种溶液各 1 μL,分别点于同一硅胶 G薄层板上,以

石油醚( 60 ～90) -乙酸乙酯( 9∶1) 为展开剂,展开,取

出,晾干, 喷以 5% 磷钼酸乙醇溶液,加热至斑点显

色清晰,供试品色谱中,在与对照品色谱相应的位置

上,显相同颜色的斑点。

2.2 黄芩苷含量测定

2.2.1 色谱条件  流动相甲醇-水-磷酸 ( 45∶55∶

0. 2) ;检测波长 280 nm;流速 1. 0 mL·min - 1 ,柱温 30

℃,理论板数按黄芩苷峰计算应不低于 2 500。
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2.2.2 对照品溶液的制备 精密称取在 60 ℃减压

干燥 4 h的黄芩苷对照品适量,加甲醇制成每 1 mL

含 60 μg的溶液,即得。

2.2.3 供试品溶液的制备 取牛黄上清微丸适量,

研细,取 0. 2 g 精密称定, 置锥形瓶中, 精密加入

70%乙醇溶液 50 mL,称定质量,超声处理( 功率 250

W,频率 20 kHz) 30 min,放置至室温,加 70%乙醇溶

液补足减失的质量,滤过,用微孔滤膜 ( 0. 45 μm) 滤

过,即得。

2.2.4 空白试验 按处方中药味比例,自制不含黄

芩的群药,按其工艺制成空白制剂,再按供试品溶液

制备方法制备并测定,结果空白溶液在与黄芩苷对

照品相同保留时间处未见明显色谱峰,无干扰。见

图 1。

图 1 牛黄上清微丸中黄芩苷含量测定 HPLC

A 对照品 ; B 样品 ; C 缺黄芩空白样品

2.2.5 线性关系考察  取干燥至恒重的黄芩苷对

照品适量,精密称定,加甲醇制成每 1 mL含 91. 6 μg

的溶液。分别精密吸取 1, 2, 4, 6, 8, 10 μL,注入液相

色谱仪,连续进样 2 次, 测定峰面积,以对照品进样

量为横坐标,峰面积为纵坐标,绘制标准曲线, 结果

表明,黄芩苷在 0. 091 6 ～0. 916 0 μg线性良好。其

回归方程为 Y = 0. 672 6 + 2 974. 367 9X, r =

0. 999 7。

2.2.6 精密度试验 精密吸取供试品溶液,重复进

样 6 次, RSD 0. 34%。

2.2.7 重复性试验  精密称取同一批号的供试品

6 份,依 2. 2. 3项方法制备,测定结果 RSD 2. 11%。

2.2.8 稳定性试验  精密吸取同一供试品溶液 5

μL,分别于配制后 0, 1, 2, 4, 6, 24 h,依法测定,结果

表明供试品溶液在 24 h内基本稳定, RSD 0. 81%。

2.2.9 加样回收率  精密称取已知含量同一批号

的牛黄上清微丸 0. 1 g,分别精密加入黄芩苷对照品

溶液( 30 mg·L
- 1

) 各 50 mL, 按 2. 2. 3方法制备,依

法测定,结果见表 1。

2.2.10 样品测定结果 牛黄上清微丸依法制备,测

定,结果 3 批中黄芩苷含量为 9. 68, 10. 88, 10. 59

mg/袋。

2.3 大黄素和大黄酚

2.3.1 色谱条件  流动相甲醇-0. 1% 磷酸 ( 85∶

15) ;检测波长 254 nm;流速 1. 0 mL·min - 1 ,柱温: 35

℃,理论板数按大黄素及大黄酚峰计算应不低于

1 500。
表 1 黄芩苷回收率测定

取样量

/g

制剂中含量

/ mg

加入量

/mg

测得总量

/ mg

回收率

/%

平均回收率

/%

RSD

/ %

0. 126 8 1. 227 4 1. 500 0 2. 702 5 98. 34

0. 121 9 1. 180 0 1. 500 0 2. 706 9 101. 79

0. 110 8 1. 072 5 1. 500 0 2. 524 3 96. 79

0. 110 8 1. 072 5 1. 500 0 2. 538 3 97. 72

0. 110 6 1. 070 6 1. 500 0 2. 517 2 96. 44

0. 112 7 1. 090 9 1. 500 0 2. 587 9 99. 80

98. 48 2. 05

2.3.2 对照品溶液的制备 精密称取 110 ℃干燥

至恒重的大黄素、大黄酚对照品各约 2 mg, 分别置

50 mL量瓶中,用甲醇溶解并稀释至刻度,摇匀;分

别精密量取大黄素溶液、大黄酚溶液各 2 mL,置 10

mL量瓶中,加甲醇至刻度,摇匀,即得。

2.3.3 供试品溶液的制备 取牛黄上清微丸适量,

研细,取 0. 4 g精密称定,置 50 mL锥形瓶中,精密加

甲醇 25 mL,称定质量,超声处理( 功率 250 W,频率

20 kHz) 30 min,放置至室温,再称定质量,用甲醇补

足减失质量,摇匀,滤过, 精密吸取续滤液 5 mL,置

50 mL锥形瓶中,挥去甲醇,加 2. 5 mol·L - 1
硫酸 10

mL,超声处理 5 min,再加三氯甲烷 10 mL,加热回流
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1 h,冷却,移至分液漏斗中,用少量三氯甲烷洗涤容

器,并入分液漏斗中,分取三氯甲烷液, 酸液用三氯

甲烷提取 2 次,每次约 8 mL,合并三氯甲烷液,以无

水硫酸钠脱水,三氯甲烷液蒸干,残渣加甲醇定量转

移至 10 mL量瓶中,并稀释至刻度,摇匀, 用微孔滤

膜( 0. 45 μm)滤过,即得。

2.3.4 空白试验 按处方中药味比例,自制不含大

黄的群药,按其工艺制成空白制剂,再按供试品溶液

制备方法制备并测定,结果空白溶液在与大黄素和

大黄酚对照品相同保留时间处未见明显色谱峰,无

干扰。见图 2。

图 2 牛黄上清微丸中大黄素、大黄酚含量测定 HPLC

A.对照品 ; B. 样品 ; C. 缺大黄空白样品 ; a.大黄素 ; b. 大黄酚

2.3.5 线性关系考察 精密称取大黄素、大黄酚对

照品 3. 4, 5. 5 mg,置 100 mL量瓶中,加甲醇制成每

1 mL含 0. 034, 0. 055 mg 的混合溶液, 精密吸取 1,

2, 4, 6, 8 μL注入液相色谱仪, 连续进行 2 次, 测定

峰面积,以进样量为横坐标,峰面积为纵坐标绘制标

准曲线,结果表明大黄素在 0. 034 ～0. 272 μg 之间

呈一条直线;大黄酚在 0. 055 ～0. 44 μg呈线性。回

归方程大黄素 Y = 3 403. 484 7X - 6. 380 8, r =

0. 999 9;大黄酚 Y = 3 116. 924 4X - 12. 000 5, r =

0. 999 9。

2.3.6 精密度试验 精密吸取供试品溶液,重复进

样 6 次,大黄素及大黄酚峰面积相对标准偏差分别

为 0. 32%和 0. 16%。

2.3.7 重复性试验  精密称取同一批号的供试品

6 份,依 2. 3.3项方法制备, 测定结果,大黄素和大

黄酚的 RSD分别为 2. 44%和 1. 75% ,说明方法重复

性良好。

2.3.8 稳定性试验  密吸取同一供试品溶液 5

μL,分别于配制后 0, 1, 2, 4, 6, 24 h,依法测定,结果

表明供试品溶液在 24 h内基本稳定,大黄素和大黄

酚的 RSD分别为 1. 92%和 0. 50%。

2.3.9 加样回收率 采用加样回收法,精密称取已

知含量同一批号的牛黄上清微丸约 0. 2 g,精密加入

等量大黄素及大黄酚对照品溶液, 按 2.3. 3项下方

法制备,依法测定,结果见表 2, 3。
表 2 大黄素回收率测定

取样量

/g

制剂中含量

/ mg

加入量

/mg

测得总量

/ mg

回收率

/%

平均回收率

/%

RSD

/ %

0. 197 7 0. 083 0 0. 0890 0. 167 9 95. 39

0. 202 1 0. 084 9 0. 089 0 0. 173 3 99. 32

0. 195 2 0. 082 0 0. 089 0 0. 168 2 96. 85

0. 200 0 0. 084 0 0. 089 0 0. 170 5 97. 19

0. 201 5 0. 084 6 0. 089 0 0. 169 5 95. 39

0. 201 1 0. 084 5 0. 089 0 0. 178 5 100. 56

97. 45 2. 16

表 3 大黄酚回收率测定

取样量

/g

制剂中含量

/ mg

加入量

/mg

测得总量

/ mg

回收率

/%

平均回收率

/%

RSD

/ %

0. 197 7 0. 237 2 0. 190 0 0. 431 0 102. 00

0. 202 1 0. 242 5 0. 190 0 0. 428 1 97. 68

0. 195 2 0. 234 2 0. 190 0 0. 423 0 99. 36

0. 200 0 0. 240 0 0. 190 0 0. 423 1 96. 36

0. 201 5 0. 241 8 0. 190 0 0. 424 6 96. 21

0. 201 1 0. 241 3 0. 190 0 0. 430 7 99. 67

98. 55 2. 26

2.3.10 样品测定结果  牛黄上清微丸依法制备,

测定, 结果 3 批中大黄素含量为 0. 42, 0. 45, 0. 43

mg/袋,大黄酚含量为 1. 20, 1. 18, 1. 19 mg/袋。
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3 讨论

牛黄上清微丸所含药味较多,除本实验已经鉴

别的药味外,还进行了其他药味如薄荷、川芎、当归、

甘草、菊花、桔梗、荆芥穗、白芷的鉴别研究,但都因

空白试验有干扰而未列入质量标准。

牛黄上清微丸中人工牛黄为君药, 本应选择人

工牛黄中胆酸、胆红素作为人工牛黄上清微丸含量

测定的质控指标,人工牛黄的部颁标准中胆酸、胆红

素的含量测定均采用分光光度法,但因本方为复方

制剂,用分光光度法测定其含量, 空白有干扰, 故又

采用 HPLC测定胆酸、胆红素,分别考察了 605 nm,

453 nm, 210 nm 不同的吸收波长, 及甲醇-水 ( 85∶

15) 、甲醇-乙腈-1% 醋酸溶液 ( 88∶10∶2) 及甲醇-水

( 65∶35) 不同的流动相,均因有干扰,未达到满意的

分离效果,最终只对人工牛黄中的有效成分进行了

薄层鉴别。

含量测定试验中对不同提取方法 ( 超声处理 30

min、加热回流 1 h、冷浸 24 h) 及提取时间进行了比

较研究,结果显示黄芩苷、大黄素及大黄酚超声提取

30min即可提取完全并具有快速简便等优点。
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比较加热回流提取
[ 6 ]
和超声处理提取

[ 7 ]
, 在使

用等量相同溶剂的基础上,分别将等量的样品用回

流法和超声法提取相同时间后,测定橙皮苷含量,结

果表明超声法提取法效果好, 回收率高,且超声 50

min已经能将样品中的橙皮苷提取完全,故将提取

方法定为超声提取 50 min。

超声提取后的供试品溶液储藏在冰箱中冷藏

24 h后,有结晶析出,此结晶溶于石油醚,样品经石

油醚索式提取 2 h后,弃去石油醚( 除去挥发油 ) ,药

渣挥干加甲醇再超声提取 50min, 滤过,取续滤液进

行测定,结晶对测定结果无影响。
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