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ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

养阴合剂为 ２０世纪 ５０年代重庆市人民医院耳鼻
喉科老中医的祖传验方，由连翘、玄参、黄芩、地黄、麦

冬、桔梗、大青叶７味药材经水煎煮提取制成，具有滋阴
凉血、清热解毒功效，主要用于治疗咽炎、咽喉肿痛等

症，效果良好。目前收载于重庆市食品监督管理局编制的

２００８年版《重庆市医疗机构制剂规范》，由于该药组分复
杂，现有质量标准中仅收载有制法、性状和相对密度检查，

以及合剂制剂通则检查，可控性较差，其质量标准有待提

高、完善。方中玄参具有清热凉血、滋阴降火、解毒散结的

功效，主要成分为哈巴苷和哈巴俄苷。参考文献犤１－１１犦，
本研究中建立了测定养阴合剂中玄参活性成分哈巴俄

苷含量的高效液相色谱牗ＨＰＬＣ牘法。现报道如下。
１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ｗａｔｅｒｓ２６９５型高效液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公

司）；ＢＰ２１１Ｓ型电子天平（北京赛多利斯仪器有限公司，
精度为十万分之一）；Ｓｉｍｐｌｉｃｉｔｙ－１８５型超纯水机（美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。
１．２ 试药

哈巴俄苷对照品（中国食品药品检定研究院，批号

为１１１７３０－２０１３０７，含量为９７．１％）；养阴合剂（重庆市
人民医院，批号分别为１９０４１０，１９０６１２，１９０８１３，规格为
每瓶２５０ｍＬ）；乙腈为色谱纯，水为超纯水，其余试剂均
为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件与系统适用性试验
色谱柱：ＷａｔｅｒｓＳｕｎＦｉｒｅＣ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）；流动相：乙腈－０．１％磷酸溶液（５５∶４５，Ｖ／Ｖ）；
流速：１．２ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２８０ｎｍ；柱温：３０℃；进样量：
１０μＬ。在此色谱条件下，供试品溶液色谱中哈巴俄苷峰
分离度大于１．５，理论板数大于１５０００。色谱图见图１。
２．２ 溶液制备

取哈巴俄苷对照品２２．５０ｍｇ，精密称定，置１００ｍＬ
容量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，作为对照品

贮备液；精密量取对照品贮备液２ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶
中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即得对照品溶液。精密量取

样品２ｍＬ，置２５ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，
静置１ｈ，取上清液，用微孔滤膜（０．４５μｍ）滤过，取续滤
液，即得供试品溶液。按处方比例和制备工艺制备缺玄参

的阴性样品，按供试品制备方法制备阴性对照品溶液。

高效液相色谱法测定养阴合剂中哈巴俄苷含量

丁家昱 １，车坷科 １△，申丽莎 ２，杨 ３

（１．重庆市人民医院·中国科学院大学重庆医院，重庆 ４０００１５； ２．重庆市中药研究院，重庆 ４０００６１；
３．重庆市食品药品检验检测研究院，重庆 ４０１１２１）

摘要：目的 建立测定养阴合剂中哈巴俄苷含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法 色谱柱采用 ＷａｔｅｒｓＳｕｎＦｉｒｅＣ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈 －０．１％磷酸溶液（５５∶４５，Ｖ／Ｖ），流速为 １．２ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为 ３０℃，检测波长为 ２８０ｎｍ，进样量为
１０μＬ。结果 哈巴俄苷进样量在 ０．０４４７２～０．８９４５０μｇ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９９９）；平均加样回收率为 ９７．３５％，
ＲＳＤ为０．４４％（ｎ＝６）。结论 该方法简便快速，重复性好，可作为养阴合剂的质量控制方法。
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样品含量（ｍｇ）

０．３９４１
０．３９４１
０．３９４１
０．３９４１
０．３９４１
０．３９４１

加入量（ｍｇ）

０．４４７２
０．４４７２
０．４４７２
０．４４７２
０．４４７２
０．４４７２

测得量（ｍｇ）

０．８２８８
０．８２７０
０．８２８８
０．８３１０
０．８２８８
０．８３２４

回收率（％）

９７．２０
９６．８０
９７．２０
９７．６９
９７．２０
９８．０１

Ｘ（％）

９７．３５

ＲＳＤ（％）

０．４４
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１．哈巴俄苷

Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液
图１ 高效液相色谱图

Ａ Ｂ Ｃ

ＡＵ
０．１０
０．０８
０．０６
０．０４
０．０２
０

－０．０２
０ ４ ８ １２ １６ ２０ ２４
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１

ＡＵ
０．１０
０．０８
０．０６
０．０４
０．０２
０

－０．０２
０ ４ ８ １２ １６ ２０ ２４

ｔ／ｍｉｎ

ＡＵ
０．１０
０．０８
０．０６
０．０４
０．０２
０

－０．０２
０ ４ ８ １２ １６ ２０ ２４

ｔ／ｍｉｎ

１

表１ 哈巴俄苷加样回收试验结果（ｎ＝６）２．３ 方法学考察
专属性试验：精密量取２．２项下３种溶液各１０μＬ，

按拟订色谱条件进样测定，记录色谱图。结果显示，哈巴

俄苷与其他杂质峰均能达到基线分离；阴性对照品溶液

色谱图中，哈巴俄苷对照品溶液色谱峰相应位置上无色

谱峰出现，表明杂质及阴性对照品溶液对测定均无干

扰，方法专属性良好。色谱图见图１。
线性关系考察：取哈巴俄苷对照品２３．０３ｍｇ，精密

称定，依法制备对照品溶液。分别精密吸取对照品溶液

１，５，１０，１５，２０μＬ，按拟订色谱条件进样测定，记录峰面
积。以进样量（Ｘ，μｇ）为横坐标、峰面积积分值（Ｙ）为纵
坐标进行线性回归，得回归方程 Ｙ＝２×１０６Ｘ－１１７８７，
ｒ＝０．９９９９（ｎ＝５）。结果表明，哈巴俄苷进样量在
０．０４４７２～０．８９４５０μｇ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密吸取同一对照品溶液 １０μＬ，连
续进样测定５次，记录峰面积。结果表明，哈巴俄苷峰面
积的 ＲＳＤ为０．７２％（ｎ＝５），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：按 ２．２项下方法制备供试品溶液，分
别于０，２，４，８，１２ｈ时进样 １０μＬ，记录峰面积，结果哈
巴俄苷峰面积的 ＲＳＤ为１．１２％（ｎ＝６），表明供试品溶
液在１２ｈ内稳定性良好。依法制备对照品溶液，分别于
０，１，２，３ｄ时进样１０μＬ，记录峰面积，结果哈巴俄苷峰
面积的 ＲＳＤ为０．９１％（ｎ＝６），表明对照品溶液在室温
下放置３ｄ稳定性良好。

重复性试验：取同一批（批号为１９０６１２）样品适量，
精密称定，混匀，依法制备供试品溶液，共６份，按拟订
色谱条件进样测定哈巴俄苷的含量。结果平均含量为

０．３９４１ｍｇ／ｍＬ，ＲＳＤ为 １．６３％（ｎ＝６），表明方法重复
性良好。

加样回收试验：精密量取已知含量的同一批（批号

为１９０６１２）样品１ｍＬ，共６份，分别置２５ｍＬ容量瓶中，精
密加入上述对照品溶液（质量浓度为０．０４４７２ｍｇ／ｍＬ）
１０ｍＬ，依法制备供试品溶液，进样测定，并计算加样回
收率。结果见表１。
２．４ 样品含量测定

按拟订方法测定批号分别为 １９０４１０，１９０６１２，

１９０８１３的 ３批养阴合剂中哈巴俄苷的含量，结果分别
为０．３４４９，０．３９４１，０．３５２７ｍｇ／ｍＬ。
３ 讨论

３．１ 活性成分及色谱条件选择
２０１５年版《中国药典（一部）》中玄参项下采用乙腈－

０．０３％磷酸溶液梯度洗脱测定哈巴苷和哈巴俄苷的含
量，检测波长为 ２１０ｎｍ。在此条件下，养阴合剂中杂质
峰严重干扰哈巴苷色谱峰，使其未能得到有效分离。参

考文献犤１－１０犦，中药复方制剂中哈巴苷与哈巴俄苷 ／
哈巴俄苷的含量测定均采用 ＨＰＬＣ法，经试验考察，养
阴合剂中哈巴苷色谱峰均受杂质峰干扰，不能有效分

离。最终参考 ２０１５年版《中国药典牗一部牘》收载的玄麦
甘桔系列制剂犤１犦（含片、胶囊、颗粒）中的含量（以哈巴俄

苷为控制指标）测定方法，测定养阴合剂成分玄参中含

量较高的哈巴俄苷以控制产品质量。色谱条件中流动相

为乙腈 －０．１％磷酸溶液（５５∶４５，Ｖ／Ｖ），检测波长为
２８０ｎｍ。结果显示，养阴合剂样品中哈巴俄苷色谱峰分
离良好，阴性对照无干扰，检测灵敏度较高。经二极管阵

列检测器（ＤＡＤ）检测，样品中哈巴俄苷色谱峰与哈巴俄
苷对照品色谱峰ＵＶ光谱一致。
３．２ 溶剂选择

分别采用 ５０％甲醇和甲醇稀释样品进行试验，发
现两者均能起到醇沉作用，除去样品中部分杂质，静置

１ｈ后取上清液经滤过后进样，色谱峰分离情况均较好，
其中甲醇的杂质峰更少，故最终选择甲醇作为溶剂。

３．３ 色谱柱考察
对３支不同品牌的色谱柱对供试品溶液进行了检

测，结果样品中哈巴俄苷色谱峰均达到基线分离，哈巴


