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• 药剂与工艺 • 

基于抗菌效价检测的板蓝根颗粒制备过程质量变化评价 

孙  琴 1, 2，李寒冰 2, 3，鄢  丹 2，李  远 2, 4，胡晓燕 1，姜  黎 1，肖小河 2* 
1. 泸州医学院药学院，四川 泸州  646000 
2. 解放军 302 医院 全军中药研究所，北京  100039 
3. 河南中医学院，河南 郑州  450008 
4. 河北大学中医学院，河北 保定  071000 

摘  要：目的  对板蓝根颗粒制备过程中抗菌活性及化学成分的变化进行评价。方法  按照《中国药典》2010 年版收载的

板蓝根颗粒制备工艺，分别对药材→水提浓缩→醇沉→干燥这 4 个制备环节所得样品进行化学分析，并采用管碟法检测各样

品的抗菌效价。结果  板蓝根颗粒在 4 个环节的制备过程中，成品的化学指纹图谱共有峰数下降了 32%，腺苷、尿苷的量

也呈递减趋势，同时抗菌效价也下降了 60%。结论  目前板蓝根颗粒在满足纯化、成型工艺要求的过程中，药效可能损失

较大，应以药效或效价作指导，加强其制备工艺的合理性研究。 
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Evaluation on quality change of Isatidis Radix Granule during preparation 
process based on antibacterial potency 
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Abstract: Objective  To study the component and quality changes in the preparation process of Isatidis Radix Granule. Methods  
According to the preparation method recorded by Chinese Pharmacopoeia, the samples via water extracted, concentrated, precipitated 
by ethanol, and dried were analyzed. The antibacterial effect was detected by cylinder-plate method. Results  After preparation, the 
common peaks in the fingerprint chromatograms of Isatidis Radix Granule were decreased by 32% and the contents of adenosine and 
uridine were also declined. The antimicrobial potency of Isatidis Radix Granule was decreased by 60%. Conclusion  During the 
preparation process, the antimicrobial potency of Isatidis Radix Granule is declined greatly. So the preparation technique of Isatidis 
Radix Granule should be guided by it’s pharmacodynamic action or potency. 
Key words: Isatidis Radix Granule; antibacterial potency; preparation technology; adenosine; uridine; fingerprint 
 

科学评价中药制剂生产工艺的合理性，对于保

证制剂安全有效、质量稳定可控具有重要意义。现

行以个别或部分指标性成分的量、药材浸出物总量

等为指标评价工艺状况优劣的质量控制与评价模

式，难以较全面地表征出样品的组成特征和质量信

息[1-2]。近年来中药指纹图谱技术的发展为跟踪评价

中药制剂工艺中药效物质基础的保留提供了较为精

细的指标[3-5]；生物活性测定则直接反映产品的有效 
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性和安全性，对于生产工艺、检测方法的改进、变

更等，生物活性是所有变化的综合效应，用于评价

批与批之间稳定性和一致性，监测不曾预料、不易

发现的品质变化具有独到的优势，已逐渐成为制药

工艺与方法验证研究的重要评价标尺[6-7]。 
板蓝根颗粒具有清热解毒、凉血利咽的功效，

是临床常用中成药，有文献报道板蓝根制剂生产、

销售量堪称中成药之最[8]。目前《中国药典》2010
年版[9]板蓝根颗粒项下的制备工艺采用中药制剂

惯用的“水提醇沉”工艺，质量控制仅有茚三酮显

色法检识氨基酸。由于产品质控和评价相当乏力，

对其制备工艺合理性的评价研究亦鲜有报道。根据

中药质量控制与评价模式的现状与问题，笔者提出

中药质量控制和评价模式应采取多元化的策略与

方法[10-12]，本实验以临床应用广泛、疗效确切但药

效物质基础不明确的板蓝根颗粒为载体，采用化学

指标成分定量测定＋化学指纹图谱＋生物效价检

测的多元质控体系对板蓝根颗粒制备过程质量变

化进行评价，旨在为中药制备工艺的合理性提供参

考与指导。 
1  仪器和材料 

超高效液相色谱仪（美国 Waters Acquity），配

有二元高压梯度泵、自动进样器、柱温箱及二极管

阵列检测器（PDA）、Empower 2 色谱工作站；

BS210S 型电子天平（北京 Sartorious 有限公司）；

Milli—Q 超纯水制备仪（美国 Millipore 公司）；52A
型医用低速离心机（安新县白洋离心机厂）；303—3
型水夹套恒温培养箱（上海树立仪器仪表有限公

司）；WGZ—2 型（细菌）浊度仪（上海昕瑞仪器

仪表有限公司）。 
腺苷（批号 879-200202，质量分数为 99.5%）、

尿苷（批号 887-200202，质量分数为 99.8%）对照

品购自北京索莱宝科技有限公司；甲醇为色谱纯，

其他试剂均为分析纯。 
供试菌种为金黄色葡萄球菌 Staphylococcus 

aureus CMCC (B) 26003（中国药品生物制品检定

所）；抗生素检定培养基 II 号（批号 060306，北京

三药科技开发公司）；牛津杯、玻璃双碟、陶瓦圆盖

均购于北京先驱威锋技术开发公司。板蓝根道地药

材，采自安徽省阜阳市广州白云山和记黄浦 GAP
种植基地，板蓝根药材样品购于河北安国，经解放

军 302 医院全军中药研究所肖小河研究员鉴定均为

来源于十字花科植物菘蓝 Isatis indigotica Fort.的

干燥根，商品规格由肖小河研究员综合评价均为一

等品。 
2  方法与结果 
2.1  样品的制备 
2.1.1  板蓝根药材样品的制备  取板蓝根药材，40 
℃真空干燥 2 h，粉碎，过 80 目筛，备用。 
2.1.2  板蓝根颗粒半成品和成品样品的制备  按照

《中国药典》2010 年版板蓝根颗粒项下制法制备。

分别精密称定上述板蓝根药材粉末 1 400 g，共 5 份

（编号为 BY1～BY5），加水煎煮 2 次，第 1 次 2 h，
第 2 次 1 h，煎液滤过，合并滤液，浓缩至相对密度

1.20（50 ℃），得浓缩液，取 1/3 浓缩液于 40 ℃减

压干燥，得水提浓缩样品 5 批（编号为 BS1～BS5），
余下浓缩液加乙醇使含醇量达 60%，静置使沉淀，

取上清液，回收乙醇并浓缩至适量，得醇提浸膏，

取 1/2 醇提浸膏于 40 ℃减压干燥，得醇沉样品 5
批（编号为 BC1～BC5），剩余醇提浸膏加入适量的

蔗糖粉和糊精，制成颗粒，80 ℃常压干燥，制成

1 000 g，得板蓝根颗粒成品样品 5 批（编号为 BG1～
BG5）。 
2.2  对照品溶液的制备 

精密称取腺苷、尿苷对照品适量，加 20%甲醇

水溶液制成含腺苷 0.12 mg/mL、尿苷 0.28 mg/mL
的混合对照品溶液。 
2.3  供试品溶液的制备 

取“2.1”项下各样品，研细，精密称定，加入

10 倍量醋酸乙酯-水（100∶1），加热回流 1 h，放

冷，滤过，取续滤液回收溶剂至干，残渣加水溶解，

定容，10 000 r/min 离心 10 min，0.22 μm 微孔滤膜

无菌滤过，取续滤液，4 ℃保存备用。 
2.4  腺苷、尿苷的定量测定[13-14] 
2.4.1  色谱条件及系统适应性试验   色谱柱为

Acquity UPLCTM HSS T3 柱（100 mm×2.1 mm，1.8 
μm）；流动相为甲醇-水，线性梯度洗脱，洗脱程序：

0～15 min，5%甲醇；15～20 min，5%～10%甲醇；

20～25 min，10%～60%甲醇；25～30 min，60%甲

醇；体积流量 0.4 mL/min；检测波长 254 nm；进样

量 1.0 μL；柱温 25 ℃。理论板数按腺苷峰计约为

7 200，腺苷、尿苷与其他峰的分离度均大于 1.5，
拖尾因子分别为 0.99、1.02。色谱图见图 1。 
2.4.2  线性关系的考察  按上述色谱条件，取混合

对照品溶液以不同质量浓度（腺苷分别为 7.5、15.0、
30.0、60.0、120.0 μg/mL，尿苷分别为 17.5、35.0、 
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1-尿苷  2-腺苷，下同 
1-uridine  2-adenosine, same as below 

 
图 1  混合对照品 (A) 和 BG5 样品 (B) 的 

UPLC 色谱图 
Fig. 1  UPLC chromatograms of mixed reference 

substances (A) and sample BG5 (B) 
 
70.0、140.0、280.0 μg/mL）进样 1.0 μL，测定峰面

积，以对照品进样量为横坐标，峰面积为纵坐标进

行线性回归，得回归方程：腺苷 Y＝3 182 320 X＋
1 523.47（r＝0.999 9）；尿苷Y＝2 000 766 X－2 009.46
（r＝0.999 9）；结果表明腺苷在 7.5～120.0 ng、尿苷

在 17.5～280.0 ng 线性关系良好。 
2.4.3  精密度试验  取混合对照品溶液，重复进样

6 次，测定峰面积值，腺苷及尿苷峰面积的 RSD 分

别为 1.3%、1.4%。 
2.4.4  稳定性试验  精密吸取板蓝根药材（编号

BY4）制备的供试品溶液，每隔 4 h 进样 1 次，共

10 次，测定峰面积，结果腺苷、尿苷峰面积的 RSD
分别为 1.5%、1.3%，表明供试品溶液在 36 h 内稳定。 
2.4.5  重现性试验  取编号为 BY4 的样品 6 份，按

供试品溶液制备方法制得供试品溶液，在上述色谱

条件下进样，测定峰面积，计算得样品中腺苷及尿

苷质量分数的 RSD 分别为 2.8%、2.3%。 
2.4.6  加样回收率试验  取编号为 BY4 的样品 6
份，每份各 10 g，精密称定，精密加入尿苷对照品 
0.2 mg 和腺苷对照品 0.3 mg，按供试品溶液制备方

法制得供试品溶液，测定腺苷和尿苷的量，计算得

腺苷的加样回收率在 96%～103%，RSD 为 2.53%，

尿苷的加样回收率在 95%～105%，RSD 为 2.69%。 
2.4.7  样品定量测定  根据上述条件，分别精密吸

取混合对照品溶液与供试品溶液测定峰面积，按外

标法计算样品中腺苷和尿苷的量，结果见表 1。 
 

表 1  板蓝根颗粒不同工序样品腺苷、尿苷的量 
及抗菌效价检测结果 (以生药计) 

Table 1  Determination of uridine and adenosine  
in different preparations of Isatidis Radix  
Granule and its antibacterial potency  
(in terms of crude drugs) 

指标成分 / (μg·g−1) 抗菌效价 
样品

腺苷 尿苷 PT / (U·g−1) FL / %

BY1 19.52 29.19  99.12  6.25 

BY2 19.74 29.46 104.23  5.05 

BY3 19.88 29.83  97.74  7.88 

BY4 20.06 30.14 105.06  8.21 

BY5 19.41 29.52  94.17  6.25 

BS1 14.84 21.47  61.76  9.27 

BS2 13.85 22.09  63.52  4.39 

BS3 14.92 23.54  59.48  9.81 

BS4 15.03 24.16  64.56  5.62 

BS5 13.67 22.78  56.49 10.90 

BC1  8.96 18.44  44.07  9.22 

BC2  9.15 19.07  47.83  9.03 

BC3  9.44 19.54  43.23  4.69 

BC4  9.72 20.23  48.86  4.27 

BC5  8.87 19.78  41.19 10.31 

BG1  6.39 16.21  39.67  9.30 

BG2  6.57 16.93  41.65  7.77 

BG3  6.68 17.15  38.69  9.93 

BG4  6.92 17.82  43.03  8.55 

BG5  6.54 17.07  35.92  5.40 
 
2.5  UPLC 指纹图谱分析 
2.5.1  色谱条件  梯度洗脱程序：0～8 min，0～2%
甲醇；8～19 min，2%～30%甲醇；19～25 min，
30%～50%甲醇；25～29 min，50%～100%甲醇；

其余同“2.4.1”项下色谱条件。 
2.5.2  精密度试验   取同一供试品溶液（编号

BY4），连续进样 5 次，测得各共有峰相对保留时间

和相对峰面积的 RSD 均小于 5%。采用国家药典委

员会“中药色谱指纹图谱相似度评价系统2004A版”

计算其相似度在 0.9 以上，表明仪器精密度良好。 
2.5.3  稳定性试验   取同一供试品溶液（编号

BY4），每隔 4 h 进样 1 次，测得各共有峰相对保留

时间和相对峰面积的 RSD 均小于 5%，计算其相似

1 

2 

A 

B 

1 2 

0         6         12        18        24        30
t / min 
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度在 0.9 以上，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。 
2.5.4  重现性试验  取同一批样品（编号 BY4），
按供试品溶液制备方法平行制备 6 份供试品溶液，

在上述色谱条件下分别进样分析，测得各共有峰相

对保留时间和相对峰面积的 RSD 小于 5%，计算其

相似度在 0.9 以上，表明其重现性良好。 
2.5.5  样品测定  分别取对照品溶液与供试品溶液

1.0 μL，注入超高效液相色谱仪，按照上述色谱条

件测定，各样品的化学指纹图谱见图 2，尿苷、腺

苷的保留时间分别为 2.48、16.67 min。 
2.5.6  板蓝根颗粒各工序样品化学指纹图谱的对比  
为了更直观地比较板蓝根颗粒工艺过程各样品的化

学特征信息，分别取药材、水提浓缩样品、醇沉样

品、成品的指纹图谱生成对照图谱，结果见图 3。 
总体来看，从药材到成品，共有峰的数目从 19

个降至 13 个，共下降了 32%，各共有色谱峰的峰

面积也大多呈降低趋势。4 个制备环节所得样品的

指纹图谱变化规律为：（1）所建立的药材、水提浓

缩样品、醇沉样品、成品的指纹图谱，包含共有峰

11 个（1、2、4、6、8、12、18、19、21、22、23
号峰），共有峰表现出各样品的共性。（2）水提浓缩

样品：与药材的指纹图谱相比，10、13、14、15、
16、17 号峰消失，提示上述色谱峰可能为药材的特

征峰；新产生了 5、7、11、20 号峰，估计系水提浓

缩过程中溶出或新产生的化学成分的对应色谱峰。

（3）醇沉样品：与水提浓缩样品的指纹图谱相比，9
号峰消失，2、5、7、11、18 号峰的峰面积有较明

显地减少，提示上述色谱峰成分在醇沉过程中可能

损失较大；6、12、21 号峰的峰面积有较明显地增

加，可能系醇沉过程中某些化学成分因聚合、降解、

转化等使上述色谱峰成分的量增加。（4）成品：与

醇沉样品的指纹图谱相比，3、5、11 号峰消失，提

示上述色谱峰可能对热不稳定，在干燥过程中有不

同程度的损失。 
2.6  基于管碟法的抗菌效价检测[15] 

2.6.1  工作对照品的制备  取板蓝根道地药材粉末

（过 4 号筛），精密称定，加 10 倍量 95%乙醇，超

声 60 min，滤过，收集滤液，减压浓缩至约含生药

1 g/mL，加 5 倍量水，混匀，4 ℃冷藏静置过夜后

滤过，收集滤液，减压回收溶剂，真空干燥，即得

（每克工作对照品含板蓝根以生药计为 6.06 g；抗菌

效价单位以生药计定为 100 U/g）。 

 
 
 

图 2  板蓝根颗粒各工序样品的 UPLC 指纹图谱 
Fig. 2  UPLC fingerprint of samples for different preparations of Isatidis Radix Granule 
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图 3  板蓝根颗粒不同制备环节样品的 UPLC 对照指纹图谱比较 
Fig. 3  Comparison on UPLC reference chromatograms for different preparations of Isatidis Radix Granule 

 
2.6.2  菌悬液的制备  取金黄色葡萄球菌的营养琼

脂斜面培养物，划线接种于营养琼脂斜面上，37 ℃
培养 20～22 h，置 4 ℃冰箱中保存，挑选 3 代或 4
代细菌的营养琼脂斜面培养物，用无菌水将菌苔洗

下，制成悬液，使用细菌浊度计调节浊度为 2.0 麦

氏比浊标准，保存备用。 
2.6.3  双碟的制备  取平底双碟分别注入加热融化

的抗生素微生物检定培养基 II 20 mL，使在碟底内

均匀摊布，放置水平台上使凝固，作为底层。另取

培养基适量加热融化后放冷至 48～50 ℃，加入 1%
的菌悬液，摇匀，在每 1 双碟中分别加入 5 mL，作

为菌层。放置冷却后，在每一双碟中以等距离均匀

安置牛津杯 4 个，用陶瓦圆盖覆盖备用。 
2.6.4  试验设计  按照《中国药典》2010 年版二部

附录 XIV 生物检定统计法项下“量反应平行线法”，

选择（k·k）法中的（2·2）法，剂距 r＝2∶1，随

机区组设计试验[10]。 
2.6.5  管碟法检测 

（1）方法  取备妥的双碟不少于 4 个，在每 1
双碟中对角的 2 个不锈钢小管中分别滴满高质量浓

度及低质量浓度的参照物溶液，其余 2 个不锈钢小

管中分别滴满相应的高、低两种质量浓度的供试品

溶液。在规定条件下培养后，测量各个抑菌圈的直

径，照生物检定统计法（《中国药典》2010 年版二

部附录 XIV）中的（2·2 法）进行可靠性测验 [以

可信限率（FL）表示] 及效价计算。 
（2）（2·2 法）效价计算公式 
R＝D/lg(VI/W)；PT＝D×AT/lg(VI/W)； 

SM＝I·{mS2[(1－g)AW2＋BV2]}1/2/[W2(1－g)] 

R 的 FL＝1/lg[lgR/(1－g)±t·SM]； 

PT的 FL＝AT/lg[lgR/(1－g)±t·SM] 

R 为效价比值 PT/AT；r 为剂间浓度比；I 为剂间浓度比的对

数值；D 为对照品（S）和供试品（T）的相同剂量溶液浓度

比 CS/CT；AT为估计效价；PT为 T 效价。SM 为标准误；V＝

0.5×（T1＋T2－S1－S2）；W＝0.5×（T2－T1＋S2－S1）；A＝

1；B＝1；g＝t2s2m/W2（s2 为误差项的方差，t 为 s2 项自由

度相当的 t 值，m 为各剂量组内反应的个数） 

（3）样品测定  以板蓝根对照品溶液为参比，

对不同制备环节的样品根据预试验调整剂量，在上

述检测方法和条件下进行抗菌效价检测，结果见

表 1。 
2.7 检测结果的比较 

分别对药材、水提浓缩样品、醇沉样品、成品

的抗菌效价测定结果进行比较，计算转移率，并与

指标性化学成分腺苷、尿苷测定结果进行对比分析，

结果见表 2。 
3  讨论 

板蓝根颗粒由药材制成成品，化学指纹图谱共

有峰数下降了 32%，各共有色谱峰的峰面积也大多

呈降低趋势，成品的抗菌效价也下降了 60%，提示 

成品

醇沉样品

水提浓缩样品

药材

0              4.35             8.70            13.05            17.39            21.74            26.09            30.44
t / min 

1 
2 4 6 

7 
8 

12 

18 19
20

21

22 23

12 

1 

2 

3 
4 

5 8 7 

6 

11 
1819

20

21

22 23

1 

2 

3 
4 

9 8 5 

6 7 
11 

12 
181920

21

22 23

1 

2 

3 

4 
6 

8 
9 10 

12 13

14
16

17
18

15

19

21

22

23



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 43 卷 第 2 期 2012 年 2 月 

    

·264· 

表 2  板蓝根颗粒制备工艺过程腺苷、尿苷量的变化与抗菌效价转移结果 (以每克生药计，n＝5) 
Table 2  Changes of adenosine and uridine and transfer rate of antibacterial potency during preparation process 

of Isatidis Radix Granule (in terms of crude drugs preparation per gram, n = 5)  

腺  苷 尿  苷 生物效价 
样  品 

质量分数 / (μg·g−1) 转移率 / % 质量分数 / (μg·g−1) 转移率 / % 效价值 / (U·g−1) 转移率 / %

药  材 19.72±1.34 100.00 29.63±1.23 100.00 100.06±4.56 100.00 
水提浓缩样品 14.46±4.48 73.33 22.81±4.86 75.63 61.16±3.24 61.16 
醇沉样品 9.23±3.80 46.80 19.61±3.53 66.18 45.04±3.22 45.04 

成  品 6.62±2.98 33.57 17.04±3.37 57.51 39.79±2.75 39.79 
 
目前板蓝根颗粒在满足纯化、成型工艺要求的过程

中，药效可能损失较大，应以药效或效价作指导，

加强其制备工艺合理性的研究，同时，各制备环节

主要色谱峰的归属以及色谱峰成分的降解、转化情

况有待进一步深入研究。 
在药材→水提浓缩→醇沉→干燥这 4 个制备环

节，各样品抗菌效价转移率的递减顺序依次为

100%→61.16%→45.04%→39.79%，效价损失最多

的为水提浓缩环节（约为 40%），提示水提浓缩环

节对板蓝根颗粒抗菌活性的影响较大，其可能是影

响板蓝根颗粒质量的关键生产环节，应对其各项工

艺技术参数加以严格控制。 
腺苷、尿苷量的递减趋势与抗菌效价的变化趋

势基本一致。由于自制的样品均来源于同一批板蓝

根药材，提示在药材来源固定的前提下，化学分析

方法在追踪板蓝根颗粒制备工艺过程质量的变化方

面有一定的作用。 
本实验采用多元质控体系对中药制剂（板蓝根

颗粒）制备过程各工序样品的品质变化进行综合评

价，该体系的关键是构建以生物效价检测为核心内

容的基于道地优级药材和生物效价检测的中药质量

控制模式和方法，由于中药具有多功效，对每一个

功效都建立一套生物效价检测方法是不现实的，但

有生物效价检测方法比没有好，多一套生物效价检

测方法比少一套生物效价检测方法好，每种中药宜

建立 2～3 套体现中药主要药效或者相关药效的生

物效价检测方法。本实验首选与板蓝根颗粒功效相

关性好、易量化、可操作性强的抗菌药理活性建立

了基于管碟法的生物效价检测方法，在进一步研究

中将探索建立与板蓝根功效相关的其他（如抗病毒、

抗内毒素活性等）生物检定方法，以期更全面、系

统地评价其制剂质量。 
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