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摘= =要：目的= =建立同时测定茵栀黄颗粒中栀子苷、山栀苷、去乙酰车叶草苷酸甲酯和京尼平JNJβJaJ龙胆二糖苷的一测多

评法，验证该方法在茵栀黄颗粒质量控制应用中的科学性和可行性。方法= =采用高效液相色谱法，以栀子苷为内参物，建立

该成分与山栀苷、去乙酰车叶草苷酸甲酯和京尼平JNJβJaJ龙胆二糖苷的相对校正因子，利用相对校正因子来计算各成分的

质量分数，同时用外标法测定茵栀黄颗粒中栀子苷等 Q个成分的质量分数，对一测多评的计算值和外标法实测值进行比较，

验证一测多评法在茵栀黄颗粒中应用的科学性和准确性。结果= =各相对校正因子重复性良好，一测多评法测定结果与外标法

测定结果无显著差异。结论= =在缺少对照品的情况下，以栀子苷为内标同时测定栀子苷、山栀苷、去乙酰车叶草苷酸甲酯和

京尼平JNJβJaJ龙胆二糖苷的一测多评法可用于茵栀黄颗粒的定量分析。=
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茵栀黄颗粒源于《伤寒论》中“茵陈蒿汤”，为

茵陈、栀子、黄芩、金银花 Q味药材提取物制成，

能清热解毒、利湿退黄，治疗肝胆湿热所致的黄疸，

症见面目悉黄、胸胁胀痛、恶心呕吐、小便黄赤及

急、慢性肝炎见上述证候者xNz。其中栀子提取物中

含有的栀子苷等环烯醚萜苷类成分具保肝、利胆药

理活性xOJPz，与制剂功能主治密切相关。因此，针对

此类成分，对茵栀黄颗粒进行包括栀子苷在内的多

种成分同时测定，可体现中药“多成分、多靶点”

的作用特点要求及基于“药效关联”的质量控制思

想，弥补现行《中国药典》中茵栀黄颗粒质量控制

上的不足，进一步全面体现和保证制剂的内在质量。

但是，因某些对照品不易获得或供不应求，以及多

个对照品使分析成本增高，实际应用受限等多种原

因，使得以外标法测定茵栀黄颗粒中多种成分的含

量控制方法受到限制。=
一测多评法作为利用中药内有效成分之间的内

在函数及比例关系，通过仅测定 N个有效成分以实

现多个成分的同时测定方法，是一种符合中药多成

分特点的多指标质量评价模式，为解决上述矛盾提

供了新思路、新方法xQJSz。目前，该法在中药材及其

饮片质量评价、多品种中药基原鉴定、炮制工艺及

炮制品质量评价，原料药提取物、中间体及制剂的

质量评价等方面应用广泛，显示出方便、快捷、成

本低廉、准确度高等优势和良好的应用前景xTz。因

此，本研究采用 emiC法，以价廉易得且应用广泛

的栀子苷为内参物，利用该成分与山栀苷、去乙酰

车叶草苷酸甲酯、京尼平JNJβJaJ龙胆二糖苷三者之

间的函数及比例关系，得到各自的相对校正因子并

计算这 P个成分的含量，实现了用单一对照品对茵

栀黄颗粒进行多指标含量测定的质量控制。=
N= =仪器与材料=

Agáäeåí=NNMM高效液相色谱仪（美国 Agáäeåí公
司），Agáäeåí=Chemëí~íáoå工作站；t~íerë=OSVRJOVVS
高效液相色谱仪（美国 t~íerë公司），bmpower工
作站；iCJOMA高效液相色谱仪（日本 phám~dzu公
司），iC=poäuíáoå工作站。色谱柱 hrom~ëáä=CNU（ORM=
mm×QKS=mm，R=μm），aá~moåëá=CNU（ORM=mm×QKS=
mm，R=μm），mheåomeåex=CNU（ORM=mm×QKS=mm，
R=μm）；AdOUR型电子分析天平（瑞士jeííäerJqoäedo
公司）。=

栀子苷对照品（ww，批号 NNMTQVJOMNPNS）购

自中国食品药品检定研究院；山栀苷（pw）、去乙

酰车叶草苷酸甲酯（nC）、京尼平JNJβJaJ龙胆二糖

苷（gi）对照品均为本实验室自制，经 emiC面积

归一化法测定质量分数均＞VUB。茵栀黄颗粒（规

格 PgL袋，批号分别为 MMVNTNQS、MMVNTNQT、
MMVNTNQU、MMVNTNRO、MMVNTNRP）由鲁南厚普制药

有限公司提供。乙腈为色谱纯，水为超纯水，其余

试剂均为分析纯。=
O= =方法与结果=
OKN= =一测多评方法学考察=
OKNKN= =对照品溶液的制备= =精密称取栀子苷、山栀

苷、去乙酰车叶草苷酸甲酯和京尼平JNJβJaJ龙胆二

糖苷的对照品适量，分别置于 RM=mi量瓶中，加 RMB
甲醇溶解并定容至刻度，摇匀，得各对照品储备液；

精密吸取各储备液适量于同一 RM= mi 量瓶中，用

RMB甲醇定容至刻度，摇匀，即得质量浓度分别为

PQMKS、QOKNQ、QTKRM、VQKUR=μgLmi的混合对照品溶液。=
OKNKO= =供试品溶液的制备xUz= =取茵栀黄颗粒 OKM=g，
精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入 RMB甲醇 NM=
mi，密塞，称定质量，水浴加热 PM=máå，取出，放

冷，再称定质量，用 RMB甲醇补足减失的质量，摇

匀，NM=MMM=rLmáå离心 NM=máå，取上清液以 MKQR=μm
滤膜滤过，即得。=
OKNKP= =阴性样品溶液的制备= =按工艺方法制备缺少

栀子提取物的阴性样品，按“OKNKO”项下方法制备

阴性样品溶液。=
OKNKQ= = 色谱条件 = = 色谱柱为 hrom~ëáä= CNU（ORM= = =
mm×QKS=mm，R=μm）；流动相为乙腈（A）JMKMRB
三氟乙酸溶液（_），梯度洗脱，洗脱程序见表 N，
体积流量 NKM=miLmáå，检测波长 OPU=åm，柱温 PM℃，

进样量 R=μi。=

表 N= =梯度洗脱程序=
qable=N= = dradient=elution=program=

时间Lmáå= 乙腈LB= MKMRB三氟乙酸溶液LB=
M= R= VR=
NR= S= VQ=
OP= NM= VM=
PR= OO= TU=
=

OKNKR= =系统适用性试验= =分别取混合对照品溶液、

供试品溶液和阴性样品溶液，按“OKNKQ”项下色谱

条件进样测定，考察系统适应性。在“OKNKQ”项下

色谱条件下，各成分色谱峰与相邻峰的分离度均＞

NKR，且阴性无干扰。色谱图见图 N。=
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NJ山栀苷= = OJ去乙酰车叶草苷酸甲酯= = PJ京尼平JNJβJaJ龙胆二糖= =
QJ栀子苷=
NJëh~åzháëáde= = OJ= de~Åeíóä= ~ëperuäoëádáÅ= ~Åád= meíhóä= eëíe= =
PJgeåápáåJNJβJaJgeåíáobáoëáde= = QJgeåápoëáde=

图 N= =混合对照品（A）、供试品（B）和阴性样品（C）的

emiC图=
cigK=N= = emiC=chromatograms=of=mixed=reference=
substance=EAFI=sample=EBF=and=negative=sample=ECF=

OKNKS= =线性关系考察= =精密吸取上述混合对照品溶

液 N、O、Q、S、U、NM=μi，分别注入液相色谱仪，

按“OKNKQ”项下色谱条件测定，以峰面积为纵坐标，

进样量为横坐标，计算得栀子苷、山栀苷、去乙酰

车叶草苷酸甲酯和京尼平JNJβJaJ龙胆二糖苷的回

归方程分别为 v＝N=RNNu−NKONM（r＝MKVVV=V），v＝= =
N= QQSu＋NMKUPP（r＝MKVVV= S），v＝N= QVPu＋TKMRO= =
（r＝MKVVV= U），v＝N= MMQu−NKSMN（r＝MKVVV= U），线

性范围分别为 MKPQM=S～PKQMS、MKMQO=NQ～MKQON=Q、
MKMQT=RM～MKQTR=M、MKMVQ=UR～MKVQU=R=μg。=
OKNKT= =精密度试验= =精密吸取“OKNKN”项下混合对

照品溶液 R=μi，按“OKNKQ”项下色谱条件，连续进

样 S次，测得栀子苷、山栀苷、去乙酰车叶草苷酸

甲酯和京尼平JNJβJaJ龙胆二糖苷的峰面积的 opa
分别为 MKNOB、MKQNB、MKPQB、MKOSB。结果表明

仪器的精密度较好。=

OKNKU= = 重复性试验 = = 取同一批次样品 S 份，按

“OKNKO”项下方法制备供试品溶液，按“OKNKQ”项下

色谱条件进样测定，测得栀子苷、山栀苷、去乙酰

车叶草苷酸甲酯和京尼平JNJβJaJ龙胆二糖苷的平

均含量分别为 NKUOU= Q、MKNMU= P、MKOQT= O、MKPTV= N=
mgLg，opa分别为 NKNSB、NKVPB、NKPUB、NKPQB。

结果表明本实验的重复性良好。=
OKNKV= = 稳定性试验 = = 取同一份供试品溶液，按

“OKNKQ”项下色谱条件分别于制备后 M、Q、U、NO、
NS、OQ=h进样，测得栀子苷、山栀苷、去乙酰车叶

草苷酸甲酯和京尼平JNJβJaJ龙胆二糖苷的峰面积

的 opa分别为 NKTTB、NKOVB、NKQMB、NKOPB。表

明供试品溶液在 OQ=h内稳定。=
OKNKNM= =加样回收率试验= =精密称取“OKNKU”项下已

知含量的茵栀黄颗粒 NKM=g，共 S份，分别精密加入

混合对照品溶液 Q=mi，按“OKNKO”项下方法制备供

试品溶液，测定，计算各成分的加样回收率及 opa。
结果栀子苷、山栀苷、去乙酰车叶草苷酸甲酯和京

尼平 JNJβJaJ龙胆二糖苷的平均回收率分别为

VUKPUB、NMNKTNB、VVKMVB、NMMKSQB，opa 分别

为 NKSNB、OKRUB、OKMTB、NKUOB。=
OKNKNN= =相对校正因子的计算= =以栀子苷为内参物，

按相对校正因子计算公式xSz：=

ii

ss

i

s
sLi CA

CA
f
ff == =

式中，Aë为内参物峰面积，Cë为内参物浓度，Aá为某待

测成分峰面积，Cá为某待测成分浓度。=

计算栀子苷对山栀苷、去乙酰车叶草苷酸甲酯

和京尼平JNJβJaJ龙胆二糖苷的相对校正因子，结果

见表 O。=

表 O= =以栀子苷为内参物的相对校正因子（n＝P）=
qable=O= = oelative=correction=factors=EoCcsF=based=on=
geniposide=as=internal=reference=substance=En＝PF=

进样体积/μL=
相对校正因子（oCc）=

fwwLpw= fwwLnC= fwwLgi=
N= NKMPV= NKMNO= NKRPQ=
O= NKMOS= NKMNR= NKROU=
Q= NKMPP= NKMOP= NKRPP=
S= NKMQT= NKMNQ= NKRQN=
U= NKMRQ= NKMOM= NKRPO=
NM= NKMQN= NKMNV= NKRPT=
je~å= NKMQM= NKMNT= NKRPQ=
opaLB= MKVR= MKQN= MKOV=

N= O= P=

Q=

M= = = = = = = R= = = = = = NM= = = = = = NR= = = = = OM= = = = = = OR= = = = = = PM= = = = = PR=
tLmáå=

_=

A=

C=

N= O= P=

Q=



= = arug=Evaluation=oesearch= =第 QN卷=第 V期= = OMNU年 V月=

= = =

•=NSRN=•=

OKO= =相对校正因子的耐用性考察=
OKOKN= = 不同仪器对相对校正因子的影响 = = 采用

hrom~ëáä=CNU（ORM=mm×QKS=mm，R=μm）色谱柱，

精密吸取上述混合对照品溶液 O、R、U=μi，进样分

析，分别考察了 Agáäeåí=NNMM、t~íerë=OSVRJOVVS和
iCJOMA=P种不同高效液相色谱仪对栀子苷等Q个环

烯醚萜苷类成分相对校正因子的影响，结果见表 P，
表明重现性良好（opa＜PB）。=

表 P= =不同仪器测得的相对校正因子（n＝P）=
qable=P= = oelative=correction=factors=EoCcsF=on=different=

instruments=En＝PF= =

仪器= 色谱柱=
相对校正因子（oCc）=
fwwLpw= fwwLnC= fwwLgi=

Agáäeåí=NNMM=
hrom~ëáä=CNU=

NKMQS= NKMOM= NKRPV=
t~íerë=OSVRJOVVS= NKMPN= NKMNO= NKRNQ=
iCJOMA= NKMRT= NKMPP= NKRRO=

OKOKO= =不同色谱柱对相对校正因子的影响= = 采用

Agáäeåí=NNMM高效液相色谱仪，精密吸取上述混合对

照品溶液 O、R、U=μi，进样分析，分别考察了hrom~ëáä=
CNU、aá~moåëá=CNU和 mheåomeåex=CNU色谱柱对栀子

苷等 Q个环烯醚萜苷类成分相对校正因子的影响，

结果见表 Q，表明重现性良好（opa＜PB）。=

表 Q= =不同色谱柱测得的相对校正因子（n＝P）=
qable=Q= = oelative=correction=factors=EoCcsF=on=different=

columns=En＝PF= =

色谱柱= 仪器=
相对校正因子（oCc）=
fwwLpw= fwwLnC= fwwLgi=

hrom~ëáä=CNU=
Agáäeåí=NNMM=

NKMQN= NKMNR= NKRPO=
aá~moåëá=CNU= NKMQQ= NKMOS= NKROT=
mheåomeåex=CNU= NKMRP= NKMOO= NKRQV=

=
OKOKP= =待测组分色谱峰的定位= =以山栀苷、去乙酰

车叶草苷酸甲酯、京尼平JNJβJaJ龙胆二糖苷与内参

物栀子苷的相对保留值作为色谱峰定位标准，分别

考察了其在 P种高效液相色谱仪和 P种不同型号色

谱柱下的重现性，见表 R。结果各成分的相对保留

值波动较小（opa＜PB），表明采用相对保留值法

对茵栀黄颗粒中栀子苷等 Q个成分的色谱峰进行定

位是可行的。=

表 R= =不同仪器和色谱柱下目标成分的相对保留值=
qable=R= = oelative=retention=values=on=different=instruments=

and=columns=

仪器= 色谱柱=
相对保留值=

pw= nC= gi=
Agáäeåí=NNMM=
=
=

hrom~ëáä=CNU=
aá~moåëá=CNU=
mheåomeåex=CNU=
hrom~ëáä=CNU=
aá~moåëá=CNU=
mheåomeåex=CNU=
hrom~ëáä=CNU=
aá~moåëá=CNU=
mheåomeåex=CNU=

MKPQR= MKQQN= MKUVQ=
MKPSP= MKQSQ= MKVOQ=
MKPQV= MKQPT= MKUUP=

t~íerë=OSVRJOVVS= MKPPT= MKQOS= MKUSO=
= MKPRQ= MKQQS= MKUVT=
= MKPQQ= MKQPN= MKUTP=
iCJOMA= MKPQM= MKQPU= MKUVM=
= MKPQU= MKQRN= MKVNN=
= MKPQP= MKQQP= MKUVR=

je~å= MKPQT= MKQQO= MKUVO=
opaLB= OKOR= OKRP= OKMV=

=
OKP= =一测多评法与外标法的比较=

取各批次茵栀黄颗粒样品，按照供试品溶液的

制备方法制备样品，分别注入高效液相色谱仪，测

定样品中栀子苷、山栀苷、去乙酰车叶草苷酸甲酯

和京尼平JNJβJaJ龙胆二糖苷的含量；并运用栀子苷

对山栀苷、去乙酰车叶草苷酸甲酯和京尼平JNJβJaJ
龙胆二糖苷的相对校正因子，计算山栀苷、去乙酰

车叶草苷酸甲酯和京尼平JNJβJaJ龙胆二糖苷的量，

各批次每个样品测定 P次，取平均值。将一测多评

法与外标法得到的量值进行比较，O 种方法所得值

的偏差均在 PB以内，由此说明一测多评法用于茵

栀黄颗粒的多指标成分质量评价研究是可行的，测

定结果见表 S。=

表 S= =外标法和一测多评法测定茵栀黄颗粒中指标成分结果比较（n=P）=
qable=S= = Contents=of=four=iridoid=glycosides=in=vinzhihuang=granules=by=bpj=and=nAjp（n=P）=

批号=
wwLEmg∙g−NF= pwLEmg∙g−NF= nCLEmg∙g−NF= giLEmg∙g−NF=
外标法= 外标法= nAjp= 外标法= nAjp= 外标法= nAjp=

MMVNTNQS= OKMNS=O= MKNOO=R= MKNOT=T= MKORV=Q= MKOSQ=Q= MKQNP=N= MKQMT=U=
MMVNTNQT= NKUOU=Q= MKNMU=P= MKNNO=S= MKOQT=O= MKORN=M= MKPTV=N= MKPTO=M=
MMVNTNQU= NKTTU=T= MKNMO=Q= MKNMR=N= MKOPU=R= MKOPV=S= MKPRM=Q= MKPQT=Q=
MMVNTNRO= OKORQ=N= MKNOT=T= MKNPN=V= MKOSQ=P= MKOST=R= MKQNU=O= MKQNP=V=
MMVNTNRP= NKUVM=U= MKNNR=S= MKNOM=O= MKORO=N= MKORR=S= MKPVO=O= MKPUU=S=
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P= =讨论=
茵栀黄颗粒作为源于经典名方的现代复方制

剂，化学组成复杂，且栀子苷为代表的环烯醚萜苷

类成分为制剂药效物质基础主要组成。故选择该类

成分作为茵栀黄颗粒含量测定及质量评价指标，体

现了“成分J药效”相关联的质量控制指导思想。本

实验室曾采用 emiC 法对茵栀黄颗粒中栀子苷等 Q
个成分进行了同时测定xUz，但因大多对照品难以有

效获得，致其应用受到限制。本研究基于栀子苷为

药典规定的栀子及茵栀黄颗粒含量测定的指标性成

分，且其对照品供应充足、价廉易得、性质稳定的

特点，选取栀子苷为内参物，并参考前期研究所建

立的供试品制备方法及色谱条件xUJVz，实现了对茵栀

黄颗粒进行一测多评分析。=
本研究所用对照品除栀子苷购自中国食品药品

检定研究院外，其余对照品由本实验室从栀子药材

的 TMB乙醇提取物中自行制得，其质谱、核磁数据

经与相关文献对照，最终确证了其结构式分别为山

栀苷、去乙酰车叶草苷酸甲酯和京尼平JNJβJaJ龙胆

二糖苷，结构鉴定数据如下：（N）山栀苷= =白色粉

末。bpfJjp=mLzW=PVNKPxjJezH。NeJkjo=EaOlI=SMM=
jezFδW= TKPOI= RKQTI= QKSSI= NKNO；NPCJkjo= EaOlI= SMM=
jezF给出 NS 个碳信号 δW= NTMKVOI= NROKNRI= NNMKMOI=
VUKPQI=VPKVSI=TUKMTI=TSKQNI=TRKSUI=TRKQVI=TOKSVI=SVKSUI=
SMKTVI=QVKTOI=QTKUNI=PUKVPI=OPKPT；以上数据与文献报

道一致xNMJNNz，故鉴定其为山栀苷。（O）去乙酰车叶

草苷酸甲酯= =白色粉末。bpfJjp=mLzW=QOTxjHk~zH。
NeJkjo= EaOlI= SMM= jezFδW= TKRQI= RKUSI= QKUNI= QKSUI=
QKSSI=QKOVI=QKNNI=PKRU；NPCJkjo=EaOlI=SMMjezF=给
出 NT 个碳信号 δW= NSVKVVI= NRRKOMI= NQVKPPI= NOUKURI=
NMSKURI= NMMKTRI= VVKNMI= TSKOVI= TRKTVI= TQKOOI= TOKVOI=
SVKRUI=SMKTMI=SMKOMI=ROKMMI=QQKQPI=QMKQV；以上数据与

文献报道一致xNMI=NOJNPz，故鉴定其为去乙酰车叶草甘

酸甲酯。（P）京尼平JNJβJaJ龙胆二糖苷= =白色粉末。

bpfJjp= mLzW= RTPxjHk~zH 。 NeJkjo= EaOlI=
SMMjezFδW= TKPTI= RKSVI= RKMUI= QKSSI= QKOVI= QKNOI= QKMSI=
PKRR；NPCJkjo=EaOlI=SMM=jezF=给出 OP个碳信号 δW=
NTMKPTI=NROKSTI=NQNKQUI=NOVKQVI=NNNKSUI=NMPKMTI=VUKUPI=
VTKPNI=TSKMPI=TRKUMI=TRKTSI=TRKSTI=TPKNTI=TOKTUI=SVKTNI=
SVKSMI=SUKSNI=SMKUPI=RVKUUI=RNKVOI=QRKTNI=PUKNMI=PQKQO；
以上数据与文献报道一致xNMI=NQJNRz，故鉴定其为京尼

平JNJβJaJ龙胆二糖苷。=
对于一测多评法而言，快速、准确地实现对待

测组分色谱峰的定位，是保证其能成功得到应用的

关键。本研究以栀子苷峰的保留时间为参照，考察

了不同品牌高效液相色谱仪及不同型号色谱柱条件

下各待测成分与栀子苷间的保留时间差、相对保留

值 O个参数。结果各成分的相对保留值波动相对较

小，优选地以其作为定位依据，必要时可结合保留

时间差，即可达到准确定位出各目标峰的位置。=
本研究所建立的一测多评测定茵栀黄颗粒中栀

子苷等 Q个环烯醚萜苷类成分的方法具有较高的重

现性、稳定性和可靠性，特别在缺少对照品的情况

下，可作为茵栀黄颗粒中多指标成分的定量分析方

法，用于进一步完善和提升制剂的质量控制标准。=
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