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利肝隆片由板蓝根、茵陈、郁金、五味子、甘草、当

归、黄芪、刺五加浸膏等中药组方，具有疏肝解郁、清热

解毒等功效，用于治疗急、慢性肝炎，迁移性肝炎，慢性

活动性肝炎，且对血清丙氨酸氨基转移酶、麝香草酚浊

度、黄疸指标降低作用显著，对乙型肝炎表面抗原转阴

有较好效果犤１犦。原标准中仅有化学鉴别项，无含量测定

方法。目前，关于该品种的标准研究也较少，但方中单味

药主要成分犤如板蓝根中的（Ｒ，Ｓ）－告依春犤２－４犦，茵陈

中的绿原酸犤５－７犦，五味子中的五味子醇甲犤８－１０犦，刺五加

浸膏中的紫丁香苷犤１１犦，甘草中的甘草酸铵犤１２－１３犦犦的研究
报道很多。本研究中采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法同时
测定（Ｒ，Ｓ）－告依春、绿原酸、五味子醇甲、紫丁香苷、
甘草酸铵的含量，建立了质量控制标准，可为全面地控

制该制剂的质量提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５型高效液相色谱仪，包括二极管阵列

检测器牗美国 Ｗａｔｅｒｓ公司牘；ＸＳ２０５型电子天平（瑞士
ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司，精度为十万分之一）；ＴＰ－１２００型
电子天平（湘仪天平仪器设备有限公司，精度为千分之

一）；ＫＱ５２００ＤＥ型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限
公司，功率为３５０Ｗ，频率为３５ｋＨｚ）。
１．２ 试药

（Ｒ，Ｓ）－告依春对照品（批号为 １１１７５３－２０１７０６），
绿原酸对照品（批号为 １１０７５３－２０１８１７，含量为
９６．８％），五味子醇甲对照品（批号为１１０８５７－２０１７１４，
含量为 ９９．９％），紫丁香苷对照品（批号为 １１１５７４－
２０１６０５，含量为 ９５．２％），甘草酸铵对照品（批号为

·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

高效液相色谱法同时测定利肝隆片中５种成分含量
吕情花，李永华

（湖南省娄底市食品药品检验检测所，湖南 娄底 ４１７０００）
摘要：目的 建立同时测定利肝隆片中（Ｒ，Ｓ）－告依春、绿原酸、五味子醇甲、紫丁香苷、甘草酸铵含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。
方法 色谱柱采用 ＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈－０．０５％磷酸溶液牗梯度洗脱牘，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测
波长为２５０ｎｍ。结果 （Ｒ，Ｓ）－告依春、绿原酸、五味子醇甲、紫丁香苷、甘草酸铵质量浓度分别在１．０６２～２１．２４０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９８），

３．８８４～７７．６８０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９９），２．２４４～４４．８８０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９７），１．３２９～２６．３９０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９９），２．０２６～４０．５３０μｇ／ｍＬ
（ｒ＝０．９９９９）范围内与峰面积线性关系良好；平均加样回收率分别为 ９９．１３％，９９．４０％，１００．１０％，９７．６６％，９８．３９％（ｎ＝６），ＲＳＤ分
别为１．４１％，２．００％，１．６１％，１．５７％，１．４９％（ｎ＝６）；４批样品中（Ｒ，Ｓ）－告依春、绿原酸、五味子醇甲、紫丁香苷、甘草酸铵 ５种成分
的含量分别为 １６８．４６～１９１．８３μｇ／ｇ，６５４．２８～７９６．３５μｇ／ｇ，２２１．２４～２９３．４４μｇ／ｇ，１６０．８８～１７１．６３μｇ／ｇ，３８８．７４～４０３．８１μｇ／ｇ。
结论 该方法操作简便，结果准确，灵敏度高，重复性好，可用于利肝隆片的质量控制。

关键词：高效液相色谱法；（Ｒ，Ｓ）－告依春；绿原酸；五味子醇甲；紫丁香苷；甘草酸铵；利肝隆片
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ＳｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ５ＣｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎＬｉｇａｎｌｏｎｇＴａｂｌｅｔｓｂｙＨＰＬＣ－ＤＡＤ
ＬＹＵＱｉｎｇｈｕａ，ＬＩＹｏｎｇｈｕａ

（ＬｏｕｄｉＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，Ｌｏｕｄｉ，Ｈｕｎａｎ，Ｃｈｉｎａ ４１７０００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＨＰＬＣ）ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ（Ｒ，Ｓ）－
ｇｏｉｔｒｉｎ，ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ｓｃｈｉｚａｎｄｒｉｎ，ｓｙｒｉｎｇｉｎａｎｄａｍｍｏｎｉｕｍ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅｉｎＬｉｇａｎｌｏｎｇＴａｂｌｅｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ ＴｈｅＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８ ｃｏｌｕｍｎ
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）ｗａｓｕｓｅｄ．Ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－０．０５％ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ１．０ｍＬ／ｍｉｎｉｎａ
ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｍａｎｎｅｒ．Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２５０ｎｍ．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｏｆ（Ｒ，Ｓ）－ｇｏｉｔｒｉｎ，ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ｓｃｈｉｚａｎ
ｄｒｉｎ，ｓｙｒｉｎｇｉｎ ａｎｄ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ ｗｅｒｅ１．０６２－２１．２４０ μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９ ８），３．８８４－７７．６８０ μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９ ９），

２．２４４－４４．８８０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９７），１．３２９－２６．３９０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９９），２．０２６－４０．５３０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９９）．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｗｅｒｅ９９．１３％，９９．４０％，１００．１０％，９７．６６％．９８．３９％ ｗｉｔｈＲＳＤｓｏｆ１．４１％，２．００％，１．６１％，１．５７％，１．４９％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
（ｎ＝６）．Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ（Ｒ，Ｓ）－ｇｏｉｔｒｉｎ，ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ｓｃｈｉｚａｎｄｒｉｎ，ｓｙｒｉｎｇｉｎａｎｄａｍｍｏｎｉｕｍｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅｉｎｔｈｅｆｏｕｒｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ
ｗｅｒｅ１６８．４６－１９１．８３μｇ／ｇ，６５４．２８－７９６．３５μｇ／ｇ，２２１．２４－２９３．４４μｇ／ｇ，１６０．８８－１７１．６３μｇ／ｇ，３８８．７４－４０３．８１μｇ／ｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ａｃｃｕｒａｔｅ，ｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｏｆＬｉｇａｎｌｏｎｇＴａｂｌｅｔｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；（Ｒ，Ｓ）－ｇｏｉｔｒｉｎ；ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ；ｓｃｈｉｚａｎｄｒｉｎ；ｓｙｒｉｎｇｉｎ；ａｍｍｏｎｉｕｍｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎａｔｅ；Ｌｉｇ
ａｎｌｏｎｇＴａｂｌｅｔｓ
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成分

（Ｒ，Ｓ）－告依春
绿原酸

五味子醇甲

紫丁香苷

甘草酸铵

回归方程

Ｙ＝２．７６×１０４Ｘ＋５．５７×１０３

Ｙ＝９．３６×１０３Ｘ－３．０６×１０２

Ｙ＝１．５７×１０４Ｘ＋６．４９×１０３

Ｙ＝１．６３×１０４Ｘ－１．９５×１０３

Ｙ＝１．２４×１０４Ｘ＋２．１１×１０３

ｒ
０．９９９８
０．９９９９
０．９９９７
０．９９９９
０．９９９９

线性范围（μｇ／ｍＬ）

１．０６２～２１．２４０
３．８８４～７７．６８０
２．２４４～４４．８８０
１．３２９～２６．３９０
２．０２６～４０．５３０

１．（Ｒ，Ｓ）－告依春 ２．紫丁香苷 ３．绿原酸 ４．甘草酸铵 ５．五味子醇甲

Ａ．混合对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．缺板蓝根阴性对照品溶液 Ｄ．缺刺五加浸膏阴性对照品溶液

Ｅ．缺茵陈阴性对照品溶液 Ｆ．缺甘草阴性对照品溶液 Ｇ．缺五味子阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱图
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表１ ５种成分的线性关系考察结果牗ｎ＝５牘

１１０７３１－２０１７２０，含量为 ９７．７％），均购自中国食品药
品检定研究院；水为Ⅰ级纯化水；乙腈为色谱纯，其他试
剂均为分析纯；利肝隆片（承德天原药业股份有限公司，

批号分别为１７０３００７，１７１２００１；黑龙江未名天人制药有
限公司，批号为 ２０１８１１０７；陕西制药有限责任公司，批
号为２０１７０５０５）。
２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；

流动相：乙腈（Ａ）－０．０５％磷酸溶液（Ｂ），梯度洗脱，
０～１０ｍｉｎ时１０％Ａ，１０～４０ｍｉｎ时１０％Ａ→５５％Ａ，４０～４１ｍｉｎ
时５５％Ａ→１０％Ａ，４１～５０ｍｉｎ时１０％Ａ；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；
柱温：３０℃；进样量：１０μＬ；检测波长：２５０ｎｍ。
２．２ 溶液制备

分别取牗Ｒ，Ｓ牘告依春、绿原酸、五味子醇甲、紫丁香
苷、甘草酸铵对照品适量，精密称定，加 ７０％甲醇制成
每 １ｍＬ含相应对照品 １０６．２，３８８．４，２２４．４，１６４．９，
２０２．７μｇ的溶液，即得各对照品贮备液；分别精密量取
各对照品贮备液适量，置同一容量瓶中，加７０％甲醇稀
释成每 １ｍＬ含相应对照品 ２１．２４，７７．６８，４４．８８，
１９．７９，４０．５３μｇ的混合对照品溶液。取样品 ２０片，除
去包衣，研细，取细粉 １ｇ，精密称定，置锥形瓶中，加
７０％甲醇２５．００ｍＬ，称定质量，超声牗功率为 ３５０Ｗ，
频率为 ３５ｋＨｚ牘提取３０ｍｉｎ，用 ７０％甲醇补足减失的
质量，摇匀，滤过，取续滤液，即得供试品溶液。按利肝隆

片处方和制法分别制备缺板蓝根、茵陈、五味子、刺五加

浸膏、甘草的阴性样品，并各取适量，按供试品溶液制备

方法分别制备相应的阴性对照品溶液。

２．３ 方法学考察
系统适用性试验：分别取对照品溶液、供试品溶液、

阴性对照品溶液各 １０μＬ，按拟订色谱条件进样测定。
结果，各检测成分与相邻成分能完全分离，阴性对照无

干扰，理论板数均大于５０００。色谱图见图１。
线性关系考察：精密吸取混合对照品溶液１，５，１０，

１５，２０μＬ，按拟订色谱条件进样测定，以质量浓度（Ｘ）
为横坐标、峰面积（Ｙ）为纵坐标进行线性回归，得各被
测成分回归方程和线性范围。详见表１。

精密度试验：取混合对照品溶液适量，连续进

样７次，每次１０μＬ。结果（Ｒ，Ｓ）－告依春、绿原酸、五味
子醇甲、紫丁香苷、甘草酸铵峰面积的 ＲＳＤ分别为
０．２７％，０．４８％，０．２９％，０．３５％，０．１１％（ｎ＝７），表明
仪器精密度良好。

重复性试验：取同一批（批号为 １７０３００７）样品
６份，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测定。
结果（Ｒ，Ｓ）－告依春、绿原酸、五味子醇甲、紫丁香苷、
甘草酸铵的平均含量分别为 １７０．２，７９７．７，２９２．８，
１６９．２，４０５．６μｇ／ｇ，ＲＳＤ分 别为 ０．５５％，０．７３％ ，
０．６２％，０．９８％，１．１４％（ｎ＝６），表明方法重复性好。

稳定性试验：取同一批（批号为 １７０３００７）样品，依
法制备供试品溶液，分别于 ０，６，１２，１８，２４ｈ时各进样
１０μＬ，按拟订色谱条件进样测定。结果（Ｒ，Ｓ）－告依
春、绿原酸、五味子醇甲、紫丁香苷、甘草酸铵峰面积的

ＲＳＤ分别为 ０．８７％，０．６８％，１．３５％，０．９１％，１．０１％
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批号

１７０３００７
１７１２００１
２０１８１１０７
２０１７０５０５

（Ｒ，Ｓ）－告依春

１７１．１４
１６８．４６
１９１．８３
１８５．５０

绿原酸

７９６．３５
７８０．３４
６６８．６９
６５４．２８

五味子醇甲

２９３．４４
２８８．６６
２５８．２３
２２１．２４

紫丁香苷

１６８．６８
１７１．６３
１６５．４０
１６０．８８

甘草酸铵

４０３．８１
３８８．７４
４２１．８３
３９９．５７

成分

（Ｒ，Ｓ）－告依春

绿原酸

五味子醇甲

紫丁香苷

甘草酸铵

取样量

（ｇ）

０．５１０４
０．５０８３
０．５１２１
０．４９８５
０．５０６２
０．５０１７
０．５１０４
０．５０８３
０．５１２１
０．４９８５
０．５０６２
０．５０１７
０．５１０４
０．５０８３
０．５１２１
０．４９８５
０．５０６２
０．５０１７
０．５１０４
０．５０８３
０．５１２１
０．４９８５
０．５０６２
０．５０１７
０．５１０４
０．５０８３
０．５１２１
０．４９８５
０．５０６２
０．５０１７

样品含量

（μｇ）

８６．８７
８６．５１
８７．１６
８４．８４
８６．１６
８５．３９
４０７．１５
４０５．４７
４０８．５０
３９７．６５
４０３．８０
４００．２１
１４９．４５
１４８．８３
１４９．９４
１４５．９６
１４８．２２
１４６．９０
８６．３６
８６．００
８６．６５
８４．３５
８５．６５
８４．８９
２０７．０２
２０６．１７
２０７．７１
２０２．１９
２０５．３１
２０３．４９

加入量

（μｇ）

８４．９６
８４．９６
８４．９６
８４．９６
８４．９６
８４．９６
４０７．８２
４０７．８２
４０７．８２
４０７．８２
４０７．８２
４０７．８２
１４５．８６
１４５．８６
１４５．８６
１４５．８６
１４５．８６
１４５．８６
８２．４５
８２．４５
８２．４５
８２．４５
８２．４５
８２．４５
２０２．７０
２０２．７０
２０２．７０
２０２．７０
２０２．７０
２０２．７０

测得量

（μｇ）

１６９．６０
１７０．６２
１７０．９１
１７０．４８
１７１．８０
１６８．８２
８０７．６３
８０１．０９
８１０．６１
８１６．７５
８０９．９９
８０８．８３
２９６．７８
２９３．２２
２９３．７３
２９０．３６
２９８．１９
２９３．０５
１６６．７８
１６５．４２
１６８．５９
１６６．４６
１６５．７５
１６３．９９
４０８．９０
４０１．５１
４０６．７１
３９８．８２
４０６．３８
４０６．１９

回收率

（％）

９７．３８
９９．００
９８．５８
１００．８０
１００．８０
９８．２０
９８．２０
９７．０１
９８．６０
１０２．７７
９９．６０
１００．２０
１０１．０１
９８．９９
９８．５８
９９．００
１０２．８２
１００．２０
９７．５４
９６．３３
９９．３８
９９．５９
９７．１５
９５．９４
９９．６０
９６．３７
９８．１７
９７．０１
９９．２０
１００．００

Ｘ
（％）

９９．１３

９９．４０

１００．１０

９７．６６

９８．３９

ＲＳＤ
（％）

１．４１

２．００

１．６１

１．５７

１．４９

表２ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

表３ ４批样品含量测定结果（μｇ／ｇ，ｎ＝２）（ｎ＝５），表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。
加样回收试验：取已知含量的样品（批号为

１７０３００７），精密加入（Ｒ，Ｓ）－告依春、绿原酸、五味子醇
甲、紫丁香苷、甘草酸铵对照品适量，依法制备供试品溶

液，按拟订色谱条件进样测定，并计算回收率。结果见表２。

２．４ 样品含量测定
取４批样品，依法平行制备２份供试品溶液，按拟

订色谱条件进样测定（Ｒ，Ｓ）－告依春、绿原酸、五味子
醇甲、紫丁香苷、甘草酸铵的含量。结果见表３。
３ 讨论

３．１ 流动相选择
曾比较甲醇 －０．０２％磷酸溶液、乙腈 －０．１％磷酸

溶液、乙腈 －０．０５％磷酸溶液，结果表明，以乙腈 －
０．０５％磷酸溶液为流动相梯度洗脱时，各色谱峰的分离

度、峰形、基线最好。另外，比较了初始比例，乙腈－
０．０５％磷酸溶液（１５∶８５，Ｖ／Ｖ）和乙腈 －０．０５％磷酸溶
液（１０∶９０，Ｖ／Ｖ），结果（Ｒ，Ｓ）－告依春、紫丁香苷色谱
峰保留时间基本一致，最终选择乙腈－０．０５％磷酸溶液
（１０∶９０，Ｖ／Ｖ）。
３．２ 提取条件选择

曾考察不同提取时间（１５，３０，４０ｍｉｎ）和不同体积
分数提取溶剂（５０％，６０％，７０％，８０％，１００％甲醇）对样
品中各成分溶出量的影响，结果五味子醇甲、紫丁香苷、

绿原酸超声提取３０ｍｉｎ，在不同体积分数提取溶剂中溶
出量基本一致，但（Ｒ，Ｓ）－告依春、甘草酸铵用７０％甲醇
提取溶出量最大，故选择用７０％甲醇超声处理３０ｍｉｎ。
３．３ 检测波长选择

曾采用 ＤＡＤ检测器在线采集了５个成分在２００～
４００ｎｍ波长范围内的吸收光谱图，结果显示，（Ｒ，Ｓ）－
告依春、绿原酸、紫丁香苷、五味子醇甲、甘草酸铵分别

在 ２４５，３２７，２６５，２５０，２５０ｎｍ波长处有最大吸收，通过
分析三维图谱，考虑待测成分的最大吸收及其他成分干

扰，最终选择 ２５０ｎｍ为检测波长，（Ｒ，Ｓ）－告依春、绿
原酸、紫丁香苷在２５０ｎｍ波长处虽无最大吸收，但也较
强，可进行有效检测，且该波长下基线平稳。另外还比较

了（Ｒ，Ｓ）－告依春（２４５ｎｍ）、绿原酸（３２７ｎｍ）、紫丁香
苷（２６５ｎｍ）各最大吸收波长处与２５０ｎｍ波长处的测定
值，结果相差不到 ５％。可见，在 ２５０ｎｍ波长处各成分
的干扰小。故选择２５０ｎｍ为检测波长。
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