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摘 要 目的：建立同时测定小儿化毒散中芍药苷、盐酸小檗碱、甘草酸铵含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为

Waters SunFireTM-C18，流动相为乙腈-0.1％磷酸溶液（梯度洗脱），流速为 1.0 mL/min，检测波长为 238 nm，柱温为 25 ℃，进样量为

10 µL。结果：芍药苷、盐酸小檗碱、甘草酸铵检测质量浓度线性范围分别为8.808～88.08 μg/mL（r＝0.999 8）、1.778～17.78 μg/mL

（r＝0.999 6）、2.533～25.33 μg/mL（r＝0.999 9）；定量限分别为4.404、0.889、2.533 μg/mL，检测限分别为1.101、0.445、1.267 μg/mL；

精密度、稳定性、重复性试验的 RSD＜2％；加样回收率分别为 95.08％～99.61％（RSD＝1.77％，n＝9）、96.93％～99.94％（RSD＝

0.92％，n＝9）、98.33％～102.05％（RSD＝1.27％，n＝9）。结论：该方法简单、准确、重复性好，可用于小儿化毒散中芍药苷、盐酸小

檗碱、甘草酸铵含量的同时测定。

关键词 小儿化毒散；高效液相色谱法；芍药苷；盐酸小檗碱；甘草酸铵

Simultaneous Determination of 3 Components in Xiaoer Huadu Powder by HPLC

ZENG Zhen1，AI Guangli2，LI Tingting1，WEN Yongsheng1，ZHOU Shiyu1（1.Chengdu Institute for Food and Drug

Control，Chengdu 610045，China；2.College of Pharmacy，Chengdu University of TCM，Chengdu 611130，Chi-
na）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of paeoniflorin，berberine hydrochloride and

ammonium glycyrrhizinate in Xiaoer huadu powder. METHODS：HPLC method was adopted. The separation was performed on Wa-

ters SunFireTM-C18 column with mobile phase consisted of acetonitrile-0.1％ phosphoric acid（gradient elution）at the flow rate of

1.0 mL/min. The detection wavelength was set at 238 nm，and column temperature was 25 ℃ . The sample size was 10 μL. RE-

SULTS：The linear ranges of paeoniflorin，berberine hydrochloride and ammonium glycyrrhizinate were 8.808-88.08 μg/mL（r＝

0.999 8），1.778-17.78 μg/mL（r＝0.999 6），2.533-25.33 μg/mL（r＝0.999 9），respectively. LOQ were 4.404，0.889，2.533 μg/mL；

LOD were 1.101，0.445，1.267 μg/mL. RSDs of precision，stability and reproducibility tests were all lower than 2％. The recover-

ies were 95.08％-99.61％（RSD＝1.77％，n＝9），96.93％-99.94％（RSD＝0.92％，n＝9），98.33％-102.05％（RSD＝1.27％，n＝9）.

CONCLUSIONS：The method is simple，accurate and reproducible，and can be used for simultaneous determination of paeoniflo-

rin，berberine hydrochloride and ammonium glycyrrhizinate in Xiaoer huadu powder.

KEYWORDS Xiaoer huadu powder；HPLC；Paeoniflorin；Berberine hydrochloride；Ammonium glycyrrhizinate



小儿化毒散是中医儿科经典方剂，由人工牛黄、珍

珠、天花粉、雄黄、大黄、黄连、赤芍、甘草等中药材组成，

具有清热解毒、活血消肿的功效，主要用于热毒内蕴、毒

邪未尽所致的口疮肿痛、疮疡溃烂、烦躁口渴、大便秘结
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等的治疗[1-3]。其现行质量标准收载于 2015年版《中国

药典》（一部）[4]，仅对黄连、甘草、天花粉、雄黄、大黄、珍

珠进行了显微鉴别，对黄连、大黄、人工牛黄进行了薄层

鉴别，无含量测定项。现有文献表明，该方剂中的赤芍、

黄连、甘草为主要用于治疗痈肿疮疡的药味，且其主要

成分分别为芍药苷[5-6]、盐酸小檗碱[7-8]、甘草酸铵[9-11]。为

完善该制剂的质量控制，在现有文献报道基础上[12-13]，本

课题组采用高效液相色谱法（HPLC）建立了同时测定小

儿化毒散中芍药苷、盐酸小檗碱、甘草酸铵含量的方法。

1 材料
1.1 仪器

1260型 HPLC 仪，配置有自动进样器、光电二极管

阵列检测器、四元泵、在线真空脱气机、LC1260色谱工

作站（美国Agilent公司）；AE-240型十万分之一电子分

析天平（瑞士 Mettler-Toledo 公司）；AUX-220型万分之

一电子分析天平（日本Shimadzu公司）；SK250H型超声

波清洗器（上海科导超声仪器有限公司）；Milli-Q

Advantage A10型超纯水仪（美国Millipore公司）。

1.2 药品与试剂

小儿化毒散（A 厂，批号：140707、160905、160904、

160603、150401、160906，规格：6 g/袋）；芍药苷对照品

（批号：110736-201539，纯度：96.4％）、盐酸小檗碱对照

品（批号：110713-200911，纯度：86.8％）、甘草酸铵对照

品（批号：110731-201619，纯度：93.0％）均购自中国食品

药品检定研究院；乙腈、甲醇均为色谱纯，其余试剂均为

分析纯，水为纯化水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Waters SunFireTM-C18（250 mm× 4.6 mm，5

µm）；流动相：乙腈（A）-0.1％磷酸溶液（B），梯度洗脱

（0～5 min，20％ A；5～20 min，20％→50％ A；20～25

min，50％ A）；流速：1.0 mL/min；检测波长：238 nm；柱

温：25 ℃；进样量：10 µL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 精密称取芍药苷对照品

22.842 4 mg、盐酸小檗碱对照品9.559 4 mg、甘草酸铵对

照品7.295 5 mg，分别置于25、50、50 mL棕色量瓶中，加

50％乙醇溶液溶解并定容，摇匀，作为单一对照品贮备

液。分别精密吸取上述单一对照品贮备液各适量，置于

同一10 mL棕色量瓶中，加50％乙醇溶液定容，摇匀，即

得芍药苷、盐酸小檗碱、甘草酸铵质量浓度分别为

88.08、17.78、25.33 μg/mL的混合对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 取样品 10袋，研细，取约 0.6 g，精

密称定，置于150 mL锥形瓶中，精密加入50％乙醇溶液

50 mL，称定质量，超声（功率：250 w，频率：53 kHz，下

同）处理 30 min，放冷至室温，加 50％乙醇溶液补足减

失的质量，摇匀，经 0.22 μm 微孔滤膜滤过，取续滤液，

即得。

2.2.3 阴性对照溶液 按样品的处方比例和制备工艺，

制备缺赤芍、黄连、甘草的阴性样品，再按“2.2.2”项下方

法制备阴性对照溶液。

2.3 系统适用性试验

精密吸取“2.2”项下混合对照品溶液、供试品溶液、

阴性对照溶液各 10 µL，按“2.1”项下色谱条件进样测

定，记录色谱，详见图1。由图1可知，在该色谱条件下，

各成分均能达到基线分离，分离度＞1.5；理论板数以芍

药苷峰计≥7 000，保留时间约 6.25 min。结果表明，其

他成分对测定无干扰。

2.4 线性关系考察

精密量取“2.2.1”项下混合对照品溶液 0.5、1.0、1.5、

2.0、3.0、5.0 mL，分别置于 5 mL 棕色量瓶中，加 50％乙

醇溶液稀释至刻度，摇匀，作为系列混合对照品溶液。

精密吸取上述系列混合对照溶液各10 μL，按“2.1”项下

色谱条件进样测定，记录峰面积。以芍药苷、盐酸小檗

碱、甘草酸铵质量浓度（x，μg/mL）为横坐标、峰面积

（y）为纵坐标进行线性回归，回归方程与线性范围见

表 1。

表1 回归方程与线性范围

Tab 1 Regression equations and linear ranges

待测成分
芍药苷
盐酸小檗碱
甘草酸铵

回归方程
y＝23 832x+9.155 1

y＝27 958x+0.54

y＝13 151x－2.054 8

r

0.999 8

0.999 6

0.999 9

线性范围，μg/mL

8.808～88.08

1.778～17.78

2.533～25.33

2.5 定量限（LOQ）与检测限（LOD）考察

取“2.2.1”项下混合对照品溶液适量，倍比稀释，按

“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。当信噪比为

10 ∶ 1时，得LOQ；当信噪比为3 ∶ 1时，得LOD。结果，芍

药苷、盐酸小檗碱、甘草酸铵的LOQ分别为4.404、0.889、
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图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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2.533 μg/mL；LOD分别为1.101、0.445、1.267 μg/mL。

2.6 精密度试验

精密吸取“2.2.1”项下混合对照品溶液 10 µL，按

“2.1”项下色谱条件重复进样测定6次，记录峰面积。结

果，芍药苷、盐酸小檗碱、甘草酸铵峰面积的RSD分别为

0.09％、0.32％、0.25％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.7 稳定性试验

精密吸取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：140707）适

量，分别于室温下放置0、2、4、8、16、24 h时按“2.1”项下

色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，芍药苷、盐酸小

檗碱、甘草酸铵峰面积的 RSD 分别为 0.69％、1.88％、

1.01％（n＝6），表明供试品溶液在室温下放置 24 h内基

本稳定。

2.8 重复性试验

取同一批样品（批号：140707）约0.6 g，精密称定，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条

件进样测定，记录峰面积并计算样品含量。结果，芍药

苷、盐酸小檗碱、甘草酸铵含量的平均值分别为 8.20、

3.10、1.01 mg/g，RSD分别为 1.84％、1.58％、1.43％（n＝

6），表明本方法重复性良好。

2.9 加样回收率试验

取已知含量的同一批样品（批号：140707）适量，共6

份，每份约0.3 g，精密称定，各置于100 mL棕色量瓶中，

分别加入低、中、高质量的芍药苷、盐酸小檗碱、甘草酸

铵对照品，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算加样回

收率，结果见表2。

2.10 样品含量测定

取 6批样品各适量，按“2.2.2”项下方法制备供试品

溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并

计算样品含量，结果见表3。

3 讨论
3.1 供试品溶液提取条件的选择

本试验考察了不同的提取溶剂（不同体积分数的甲

醇、乙醇）、提取方法（冷浸法、回流法、超声法）、提取时

间（20、30、40、60 min）对小儿化毒散中芍药苷、盐酸小檗

碱、甘草酸铵提取率的影响。最终，优选处理方法为

50％乙醇溶液超声提取30 min。

3.2 流动相的考察

本课题组分别以甲醇-水、乙腈-水、乙腈-0.5％三乙

胺溶液（用磷酸调节pH为3.0）、乙腈-0.1％磷酸溶液、甲

醇-0.1％磷酸溶液为流动相，考察色谱情况。结果，乙

腈-0.1％磷酸溶液作为流动相时较其他溶液基线平稳，

色谱峰分离度较好，故最终优选乙腈-0.1％磷酸溶液为

本试验的流动相。

3.3 检测波长的考察

在预试验中，把芍药苷、盐酸小檗碱、甘草酸铵的单

一对照品贮备液在 200～400 nm波长范围内进行扫描。

结果显示，芍药苷在230 nm波长处有最大吸收，盐酸小

檗碱在228、265、345 nm波长处有最大吸收，甘草酸铵在

250 nm波长处有最大吸收；而在 238 nm波长处，3种成

分均有较大吸收，且均能达到较好的分离效果，综合

考虑，最终选择 238 nm 作为本试验的检测波长。

3.4 方法耐用性考察

本试验还考察了不同品牌及不同型号的色谱柱

[Agilent1200 型 Diamond C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）、

Waters 1260型 SunFireTM-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）、

Agilent 1200型 Diamond C18（200 mm×4.6 mm，5 μm）]。

结果，其峰面积的RSD均＜2.0％，表明本试验的耐用性

良好。

综上所述，本方法简单、准确、灵敏、重复性好、精密

度高，可用于小儿化毒散中芍药苷、盐酸小檗碱、甘草酸

铵含量的同时测定。

表2 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝9）

待测成分

芍药苷

盐酸小檗碱

甘草酸铵

取样
量，g

0.305 8

0.307 3

0.300 9

0.300 5

0.300 7

0.300 2

0.301 3

0.302 7

0.305 4

0.305 8

0.307 3

0.300 9

0.300 5

0.300 7

0.300 2

0.301 3

0.302 7

0.305 4

0.305 8

0.307 3

0.300 9

0.300 5

0.300 7

0.300 2

0.301 3

0.302 7

0.305 4

样品含
量，mg

2.507 6

2.519 9

2.467 4

2.464 1

2.465 7

2.461 6

2.4707

2.482 1

2.504 3

0.948 0

0.952 6

0.932 8

0.931 6

0.932 2

0.930 6

0.934 0

0.938 4

0.946 7

0.308 9

0.310 4

0.303 9

0.303 5

0.303 7

0.303 2

0.304 3

0.305 7

0.308 5

加入量，
mg

1.231 3

1.231 3

1.231 3

2.462 6

2.462 6

2.462 6

3.693 9

3.693 9

3.693 9

0.469 3

0.469 3

0.469 3

0.938 5

0.938 5

0.938 5

1.407 8

1.407 8

1.407 7

0.152 9

0.152 9

0.152 9

0.305 8

0.305 8

0.305 8

0.458 7

0.458 7

0.458 7

测得量，
mg

3.679 4

3.693 2

3.660 4

4.807 6

4.918 7

4.891 6

5.987 8

5.994 3

6.048 7

1.402 9

1.412 2

1.401 8

1.852 4

1.849 3

1.841 2

2.304 2

2.310 3

2.318 4

0.460 1

0.461 5

0.454 7

0.610 9

0.604 4

0.611 7

0.772 4

0.766 7

0.764 1

加样回收
率，％
95.17

95.29

96.89

95.16

99.61

98.67

95.21

95.08

95.95

96.93

97.93

99.94

98.11

97.72

97.03

97.33

97.45

97.44

98.89

98.82

98.63

100.52

98.33

100.88

102.05

100.50

99.33

平均加样
回收率，％

96.34

97.76

99.77

RSD，
％

1.77

0.92

1.27

表3 样品含量测定结果（n＝3，mg/g）

Tab 3 Results of contents determination of samples

（n＝3，mg/g）

样品批号
140707

160905

160904

160603

150401

160906

芍药苷
8.20

4.94

4.93

4.80

4.73

5.56

盐酸小檗碱
3.09

3.90

3.62

4.35

3.41

3.92

甘草酸铵
0.97

0.95

1.04

1.04

1.13

1.05
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HPLC法同时测定云连药材中6种生物碱的含量Δ
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摘 要 目的：建立同时测定云连药材中6种生物碱含量的方法。方法：色谱柱为XtimateTM C18，流动相为30 mmol/L碳酸氢铵溶

液（含0.1％三乙胺和0.7％氨水）-乙腈（梯度洗脱），流速为1.0 mL/min，检测波长为270 nm，柱温为30 ℃，进样量为10 μL。结果：

药根碱、非洲防己碱、表小檗碱、黄连碱、盐酸巴马汀、盐酸小檗碱的检测质量浓度线性范围分别为0.85～16.96 mg/L（r＝0.999 9）、

1.25～24.96 mg/L（r＝0.999 8）、2.05～40.96 mg/L（r＝0.999 9）、3.65～72.96 mg/L（r＝0.999 9）、2.88～57.60 mg/L（r＝0.999 9）、

13.25～264.96 mg/L（r＝0.999 9）；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD＜3.0％；加样回收率分别为 97.14％～102.14％（RSD＝

1.93％，n＝6）、97.00％～102.00％（RSD＝2.06％，n＝6）、98.18％～101.82％（RSD＝1.79％，n＝6）、96.15％～101.28％（RSD＝

2.06％，n＝6）、96.88％～101.88％（RSD＝1.87％，n＝6）、99.31％～103.76％（RSD＝1.89％，n＝6）。结论：该方法操作简便，精密

度、稳定性、重复性好，可用于云连药材中6种生物碱含量的同时测定。

关键词 云连；生物碱；含量测定；高效液相色谱法

Simultaneous Determination of 6 Alkaloids in Coptis teeta by HPLC
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