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摘要　目的：舒肝宁注射液中的野黄芩苷具有潜在的致敏性，易引发类过敏反应。亟需建立简便、快捷的色谱
定量方法，实现对舒肝宁注射液中野黄芩苷的限量控制。方法：采用 ＳｈｉｍｐａｃｋＧＩＳＣ１８（２１ｍｍ×１５０ｍｍ，
５μｍ）色谱柱，以０１％三氟乙酸水溶液乙腈为流动相，采用梯度洗脱模式对舒肝宁注射液中的野黄芩苷进行
分离分析；流速为０３ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温为３７℃；检测波长３２０ｎｍ。结果：在１０２～１０２００μｇ·ｍＬ－１浓度范围
内，野黄芩苷的峰面积与浓度呈现良好的线性，回归方程为ｙ＝５１４５６ｘ－２７３５２，相关系数ｒ＝０９９９８，所建立的
方法测定野黄芩苷的平均回收率为１０３７６％；野黄芩苷的检测限及定量限分别为０１６和０５７μｇ·ｍＬ－１；且供
试品溶液在室温放置４８ｈ稳定。结论：该方法操作简便、重复性好、准确度高，可以用于舒肝宁注射液中野黄芩
苷的定量测定，为该注射液的质量控制提供基础。
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０１６μｇ·ｍＬ－１ａｎｄ０５７μｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓａｍｐｌｅｗａｓｓｔａｂｌｅａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ４８ｈ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｉｓｅａｓｙｔｏｏｐｅｒａｔｅ，ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅａｎｄｈａｓｈｉｇｈａｃｃｕｒａｃｙ，ｔｈｕｓｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｑｕａｌｉｔｙｃｏｎ
ｔｒｏｌｏｆＳｈｕｇａｎｎｉｎｇｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ；ＳｈｕｇａｎｎｉｎｇＩｎｊｅｃｔｉｏｎ；ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

　　舒肝宁注射液是依据传统中医理论和《伤寒论》
中记载的茵陈蒿汤创新研发生产的新型中药复方制

剂，由茵陈提取物、栀子提取物、黄芩苷和板蓝根提取

物、灵芝提取物制备而成［１，２］，具有清热解毒、利湿退

黄、益气扶正和保肝护肝的功效，在改善纳差、乏力、

小便黄赤、恶心呕吐、湿热黄疸、面目俱黄、胸肋胀满、

便溏及急、慢性病毒性肝炎等多种症状表现中效果确

切［３］，临床广泛使用，主要用于治疗各类肝炎、高胆红

素血症、药物性肝病、肝功能损害、急性化脓性胆管

炎［４］，多采用联合用药为主。然而，随着其在临床上

的广泛应用，相关不良反应／事件（ＡＤＲ／ＡＤＥ）报告也
逐渐增多［５］。舒肝宁注射液在临床使用过程中，不良

反应发生率较高［６１０］，轻者为皮疹、瘙痒、畏寒、发热、

头晕、抽搐，严重时可致过敏性休克［１１１３］。

研究表明，野黄芩苷作为小分子半抗原物质可

能引起过敏反应［１４］，本课题组前期研究发现野黄芩

苷能够靶向ＭｒｇＸ２受体引发类过敏反应，且目前对
舒肝宁注射液的质量控制研究中发现，将黄芩苷纳

入质量控制指标进行检测的同时，野黄芩苷稳定存

在于各批次样品中，推测为原料药黄芩苷不纯所

致［７］。因此，本研究从安全性评价的角度出发，对

野黄芩苷进行含量监测，为进一步完善舒肝宁注射

液的质量标准提供参考，保证该制剂在临床应用中

的安全性和有效性［６，５］。

１　仪器与试药
１１　实验仪器与设备

ＬＣ２０４０Ｃ３Ｄ型高效液相色谱仪（日本岛津仪
器有限公司）；Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ１７１２电子分析天平（北京赛
多利斯仪器有限公司）；１０１２ＡＢ型电热鼓风干燥箱
（天津泰斯特仪器有限公司）；ＫＱ５２００ＤＥ型数控超
声波清洗器（昆山超声仪器有限公司）；ＱＬ９０１型涡
旋振荡器（海门其林贝尔仪器有限公司）；Ｓｈｉｍｐａｃｋ
ＧＩＳＣ１８色谱柱（日本岛津仪器有限公司）。
１２　实验试剂与药品

野黄芩苷对照品（成都菲普德生物技术有限公

司，批号：２１０９２４０６）；１０批次黄芩苷原料药（贵州瑞和
制药 有 限 公 司，批 号：Ｙ０４２２０８０３、Ｙ０４２２０８０４、
Ｙ０４２２０９０５、Ｙ０４２３０５０１、Ｙ０４２３０５０２、Ｙ０４２３０７０３、

Ｙ０４２３０７０４、Ｙ０４２３０８０５、Ｙ０４２４０３０１、Ｙ０４２４０３０２）；
５０批次舒肝宁注射液（贵州瑞和制药有限公司，批
号： ２０２２０９１３、 ２０２２０９１５、 ２０２２１０２０、 ２０２２１０２５、
２０２２１０２７、２０２２１０２８、２０２２１１０２、２０２２１１２１、２０２２１２１５、
２０２２１２１９、２０２２１２２０、２０２２１２２１、２０２２１２２３、２０２３０４２２、
２０２３０５２３、２０２３０５２７、２０２３０５２８、２０２３０８０１、２０２３０８０７、
２０２３０８２３、２０２３０３０１、２０２３０３０２、２０２３０３０３、２０２３０５１１、
２０２３０５１２、２０２３０５１３、２０２３０８１０、２０２３０８１１、２０２３０８１２、
２０２４０１１０、２０２４０１１１、２０２４０１１２、２０２４０３０４、２０２４０３０５、
２０２４０３０６、２０２４０８２２、２０２４０８２３、２０２４０８２４、２０２４１２２５、
２０２４１２２６、２０２４１２２７、２０２４０５１０、２０２４０５１１、２０２４０５１２、
２０２５０５１３、２０２５０５１４、２０２５０５１７、２０２５０６１１、２０２５０６１２、
２０２５０６１３；编号：Ｓ１～Ｓ５０）。色谱纯甲醇、乙腈（美国
赛默飞世尔科技有限公司）；三氟乙酸（上海麦克林生

化科技有限公司）；娃哈哈饮用纯净水（杭州娃哈哈集

团有限公司）；其他试剂均为分析纯。

２　方法与结果
２１　色谱条件

利用ＬＣ２０４０Ｃ３Ｄ型高效液相色谱仪进行分
析，采用 ＳｈｉｍｐａｃｋＧＩＳＣ１８（１５０ｍｍ ×２１ｍｍ，
５μｍ）色谱柱；以０１％三氟乙酸水溶液（Ａ）乙腈
（Ｂ）为流动相，采用梯度洗脱，洗脱程序见表１；检测
波长３２０ｎｍ；柱温为３７℃；流速为０３ｍＬ·ｍｉｎ－１，
进样体积为５μＬ。

表１　流动相梯度洗脱条件
Ｔａｂ．１　Ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

时间／ｍｉｎ 流动相Ａ／％ 流动相Ｂ／％

０ ９０ １０

５ ９０ １０

１５ ８３ １７

２５ ５０ ５０

３０ １０ ９０

４０ １０ ９０

２２　对照品溶液的制备
称取野黄芩苷对照品１ｍｇ，精密称定，用甲醇

溶解，转移至１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇定容至刻度
线，摇匀，即得储备液 Ａ（０１０２ｍｇ·ｍＬ－１）。随后
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进行系列稀释，制备得到对照品溶液 Ｂ（５１ｍｇ·
ｍＬ－１）、对照品溶液Ｃ（２５５０ｍｇ·ｍＬ－１）、对照品溶
液Ｄ（１０２０ｍｇ·ｍＬ－１）、对照品溶液Ｅ（５１０ｍｇ·
ｍＬ－１）、对照品溶液Ｆ（１０２ｍｇ·ｍＬ－１）。
２３　样品溶液的制备

精密量取各批次舒肝宁注射液１ｍＬ，置１０ｍＬ
容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，用０４５μｍ尼
龙微孔滤膜滤过，即得舒肝宁注射液样品。称取各

批次黄芩苷原料５ｍｇ，精密称定，置５０ｍＬ容量瓶
中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，用０４５μｍ尼龙微孔
滤膜滤过，即得浓度为１００ｍｇ·ｍＬ－１黄芩苷样品。
２４　专属性试验

取野黄芩苷对照品溶液 Ｃ（２５５０ｍｇ·ｍＬ－１）
作为阳性对照，另取舒肝宁注射液样品按照“２３”
项下方法进行处理，分别注入液相色谱仪，记录色谱

图，结果见图１。在该相同色谱条件下，舒肝宁注射
液的野黄芩苷吸收峰能与其他杂质峰完全分离，野

黄芩苷吸收峰位置无干扰峰存在。

２５　线性与范围
取野黄芩苷对照品系列梯度溶液，按“２１”项

下色谱条件依次进行测定，记录色谱峰图。以上述

溶液的质量浓度（ｍｇ·ｍＬ－１）为横坐标Ｘ，相应的峰
面积为纵坐标（Ｙ）进行线性回归，计算回归方程及
其相关系数 ｒ、截距。该色谱条件下，野黄芩苷在
１０２～１０２００ｍｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９９８）浓度范围内
峰面积与浓度呈良好的线性关系，线性回归方程为

Ｙ＝５１４５６Ｘ－２７３５２。

Ａ．野黄芩苷对照品　Ｂ．舒肝宁注射液样品　１．野黄芩苷　２．黄芩苷。

Ａ．Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｔａｎｄａｒｄ　Ｂ．Ｓｈｕｇａｎｎｉｎｇｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓａｍｐｌｅ

１．Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎ　２．Ｂａｉｃａｌｉｎ．

图１　ＨＰＬＣ色谱图
Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

２６　准确度试验
取已知含量的批号为２０２２１１０２的舒肝宁注射液

样品，按“２３”项下方法制备９份供试品溶液，分为３
组，每组分别加入野黄芩苷９６８，１２０９和１４５１μｇ，
配制成低、中、高不同浓度样品溶液。按“２１”项下色
谱条件进样测定，记录峰面积并计算野黄芩苷的加样

回收率，结果见表２。舒肝宁注射液中野黄芩苷含量
测定方法中野黄芩苷在８０％～１２０％水平的平均回收
率为１０３７６％，ＲＳＤ为５８３％，表明该方法具有良好
的准确性。

表２　加样回收率测定结果
Ｔａｂ．２　Ｓｐｉｋｉｎｇｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓ

待测组分 取样量／ｍＬ 样品含量／μｇ 加入量／μｇ 测得量／μｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

野黄芩苷 １ ８９７ ９６８ １９２８ １０６５１ １０３７６ ５８３

１ ８９７ ９６８ １９５５ １０９３０

１ ８９７ ９６８ １９１９ １０５５８

１ ８９７ １２０９ ２１３９ １０２７３

１ ８９７ １２０９ ２１４９ １０３５７

１ ８９７ １２０９ ２１５９ １０４３８

１ ８９７ １４５１ ２２７７ ９５１１

１ ８９７ １４５１ ２５４３ １１３４４

１ ８９７ １４５１ ２２７１ ９４６９

２７　精密度试验
将野黄芩苷对照品溶液Ｃ（２５５μｇ·ｍＬ－１）按照

“２１”项下色谱条件连续进样３次，各进样５μＬ，测得
并记录峰面积值，结果表明：野黄芩苷峰面积平均值为

１３１１６９６，ＲＳＤ为１５７％，表明该方法的日内精密度良

好。另将野黄芩苷对照品溶液Ｃ（２５５μｇ·ｍＬ－１）按
照“２１”项下色谱条件连续３日各进样分析一次，
结果表明：野黄芩苷峰面积平均值为１３３９１５２，ＲＳＤ
为４０１％，符合色谱图要求，表明该方法的日间精
密度良好。测定结果见表３。
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表３　精密度试验结果
Ｔａｂ．３　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

日内精密度 日间精密度

编号 峰面积
ＲＳＤ

／％
编号 峰面积

ＲＳＤ

／％

１ １３３４７１３ １５７ １ １２９６５１３ ４０１

２ １３０５２１１ ２ １３２１４２７

３ １２９５１６４ ３ １３９９５１６

２８　重复性试验
取同一批供试样品，按“２２２”项下方法制备６

份供试品溶液，按照“２１”项下色谱条件连续进样６
次，各进样５μＬ，测得峰面积积分值，并计算出浓
度，结果如表４所示。舒肝宁注射液中野黄芩苷含
量测定方法中供试品的野黄芩苷浓度 ＲＳＤ为
１２６％，峰面积ＲＳＤ为１３２％，符合色谱图要求，表
明该方法重现性良好。

表４　重复性试验结果
Ｔａｂ．４　Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

项目　　　 １ ２ ３ ４ ５ ６ ＲＳＤ／％

峰面积 ５８８５５６ ５９９０４３ ５８２６１２ ５９６４１７ ５９５６７５ ６０４８３６ １３２

质量浓度／（μｇ·ｍＬ－１） １１９７０ １２１７３ １１８５４ １２１２２ １２１０８ １２２８６ １２６

２９　检测限与定量限
将最低质量浓度（１０２μｇ·ｍＬ－１）的野黄芩苷

对照品溶液逐级稀释，在２１项下色谱条件下进样分
析，目测法计算信噪比（Ｓ／Ｎ）。结果表明，当Ｓ／Ｎ＝３
时，检测限为０１６μｇ·ｍＬ－１；当Ｓ／Ｎ＝１０时，定量限
为０５７μｇ·ｍＬ－１。
２１０　稳定性试验

取同一样品溶液，分别于０，１２，２４，３６，４８ｈ进
样，测定并记录峰面积，计算出野黄芩苷浓度，结果

如表５所示。舒肝宁注射液中野黄芩苷含量测定方
法中同一供试品的野黄芩苷浓度ＲＳＤ为３８７％，峰

面积ＲＳＤ为３６９％，说明舒肝宁注射液样品中野黄
芩苷在室温条件下４８ｈ内具有良好的稳定性，能够
满足多批次样本的测试要求。

２１１　黄芩苷原料中野黄芩苷的含量测定
分别取１０批次黄芩苷原料，按“２３”项下方法制

备黄芩苷样品。按照“２１”项下色谱条件进行测定，
记录野黄芩苷峰面积，计算不同批次黄芩苷原料中野

黄芩苷的含量。测定结果见表６。由表可以看出，浓度
为１００μｇ·ｍＬ－１的黄芩苷样品中，野黄芩苷的含量在
３４４～２６５６μｇ·ｍＬ－１范围内，即质量分数为
３４４％～２６５６％。由此可见，黄芩苷原料质量参差不齐。

表５　稳定性试验结果
Ｔａｂ．５　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

时间／ｈ　　　 ０ １２ ２４ ３６ ４８ ＲＳＤ／％

峰面积 ５４７０９６ ５８２６１２ ５８８５５６ ５９９０４３ ６０４８３６ ３８７

质量浓度／（μｇ·ｍＬ－１） １１１６４ １１８５４ １１９７０ １２１７３ １２２８６ ３６９

表６　黄芩苷原料中野黄芩苷的含量测定结果
Ｔａｂ．６　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎｂａｉｃａｌｉｎｒａｗｍａｔｅｒｉａｌｓ

序号 批号 质量浓度／（μｇ·ｍＬ－１） 序号 批号 质量浓度／（μｇ·ｍＬ－１）

１ Ｙ０４２２０８０３ １１５７ ６ Ｙ０４２３０７０３ ８９７

２ Ｙ０４２２０８０４ ４７７ ７ Ｙ０４２３０７０４ ３４４

３ Ｙ０４２２０９０５ １０１１ ８ Ｙ０４２３０８０５ １２５９

４ Ｙ０４２３０５０１ ９０１ ９ Ｙ０４２４０３０１ １８９８

５ Ｙ０４２３０５０２ ２４７４ １０ Ｙ０４２４０３０２ ２６５６

２１２　舒肝宁注射液中野黄芩苷的含量测定
分别取５０批次舒肝宁注射液，按“２３”项下方

法制备供试品溶液，按照“２１”项下色谱条件进行
测定，记录野黄芩苷峰面积，计算不同批次舒肝宁注

射液中野黄芩苷的含量。测定结果见表７。由表可
以看出，舒肝宁注射液中野黄芩苷的含量在

１００７５～１４７７０μｇ·ｍＬ－１之间波动，且整体含量
较高。
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表７　舒肝宁注射液中野黄芩苷的含量测定结果

Ｔａｂ．７　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｃｕｔｅｌｌａｒｉｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎＳｈｕｇａｎｎｉｎｇｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

编号 批号 质量浓度／（μｇ·ｍＬ－１） 编号 批号 质量浓度／（μｇ·ｍＬ－１）

Ｓ１ ２０２２０９１３ １５８２３ Ｓ２６ ２０２３０５１３ １１５７８

Ｓ２ ２０２２０９１５ １４６５４ Ｓ２７ ２０２３０８１０ １０７６９

Ｓ３ ２０２２１０２０ １４６４１ Ｓ２８ ２０２３０８１１ １０８４６

Ｓ４ ２０２２１０２５ １５１５９ Ｓ２９ ２０２３０８１２ １１１８０

Ｓ５ ２０２２１０２７ １４２４０ Ｓ３０ ２０２４０１１０ １２４３３

Ｓ６ ２０２２１０２８ １６７４１ Ｓ３１ ２０２４０１１１ １２３６８

Ｓ７ ２０２２１１０２ ８９７０ Ｓ３２ ２０２４０１１２ １２４４３

Ｓ８ ２０２２１１２１ １２１０６ Ｓ３３ ２０２４０３０４ １１７４０

Ｓ９ ２０２２１２１５ １１８５５ Ｓ３４ ２０２４０３０５ １２０３６

Ｓ１０ ２０２２１２１９ １１６５４ Ｓ３５ ２０２４０３０６ １１７９４

Ｓ１１ ２０２２１２２０ １２４６６ Ｓ３６ ２０２４０８２２ １１３７７

Ｓ１２ ２０２２１２２１ １２５１３ Ｓ３７ ２０２４０８２３ １１６０９

Ｓ１３ ２０２２１２２３ １０４８０ Ｓ３８ ２０２４０８２４ １０８４４

Ｓ１４ ２０２３０４２２ ９５７４ Ｓ３９ ２０２４１２２５ １０５９３

Ｓ１５ ２０２３０５２３ １１７８２ Ｓ４０ ２０２４１２２６ １１５２２

Ｓ１６ ２０２３０５２７ １１２６２ Ｓ４１ ２０２４１２２７ １２１４３

Ｓ１７ ２０２３０５２８ １１６４４ Ｓ４２ ２０２４０５１０ １１４９６

Ｓ１８ ２０２３０８０１ ９８７３ Ｓ４３ ２０２４０５１１ １１６１９

Ｓ１９ ２０２３０８０７ ９９７５ Ｓ４４ ２０２４０５１２ １０５１９

Ｓ２０ ２０２３０８２３ １２１１３ Ｓ４５ ２０２５０５１３ １３８２３

Ｓ２１ ２０２３０３０１ １２０９３ Ｓ４６ ２０２５０５１４ １４７７０

Ｓ２２ ２０２３０３０２ １１２０３ Ｓ４７ ２０２５０５１７ １４１３２

Ｓ２３ ２０２３０３０３ １１８８７ Ｓ４８ ２０２５０６１１ １００７５

Ｓ２４ ２０２３０５１１ １０６３９ Ｓ４９ ２０２５０６１２ １０２６０

Ｓ２５ ２０２３０５１２ １０８６０ Ｓ５０ ２０２５０６１３ １０５９９

３　讨论
舒肝宁注射液为中药复合制剂，依据张仲景

《伤寒论》中茵陈蒿汤剂组方加减而成［７］，临床主要

用于湿热黄疽、急慢性病毒性肝炎及肿瘤患者的保

肝护肝治疗，临床疗效好，但配伍禁忌不明确，不良

反应发生风险高［１６１８］。为进一步有效控制舒肝宁

注射液的质量，保证该制剂在临床应用中的安全性

和有效性［１９］，本研究对该注射液中的潜在致敏组分

野黄芩苷进行含量测定分析。

本研究采用二极管阵列检测器对野黄芩苷进行

２００～４００ｎｍ全波长扫描，发现野黄芩苷在３２０ｎｍ
处有较大紫外吸收，且在此波长下与相邻峰如异绿

原酸Ａ、异绿原酸Ｂ、异绿原酸Ｃ实现基线分离。野
黄芩苷和异绿原酸 Ｂ的色谱峰保留时间较为接近，
考察了甲醇０４％磷酸溶液、甲醇０１％甲酸溶液、
乙腈０１％三氟乙酸溶液等多种流动相组成体系，

最终发现以乙腈０１％三氟乙酸溶液作为流动相，
采用梯度洗脱，对照品溶液和供试品溶液中野黄芩

苷色谱峰峰形均较好，分离度符合要求。

本文采用高效液相色谱技术建立一种快速测

定野黄芩苷含量的方法，并通过方法学验证，证明

本检测方法对舒肝宁注射液中野黄芩苷的含量测

定具有很好的精密度、重复性、稳定性和准确性。

同时对１０批黄芩苷原料以及５０批舒肝宁注射液
样品按此方法进行了含量检测，结果表明，不同批

号的黄芩苷原料及舒肝宁注射液中野黄芩苷含量

存在一定差异。造成此差异的因素很多，其中最

重要的因素有２个：一为提取黄芩苷的中药材，二
为生产工艺。有研究报道表明，部位、采收期、产

地的不同均对中药材中的有效成分含量有不同程

度的影响。此外，厂家所采用的提取、干燥工艺不

同也可能导致指标成分的差异。制剂工艺主要影
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响药材中有效成分的溶出与转化、辅料用量等，因

此为原料药黄芩苷的质量和临床疗效应严格控制

提取、浓缩等工艺条件。

综上所述，本实验建立的舒肝宁注射液中野黄

芩苷的含量测定方法快捷简便、准确可靠、重复性

好，可用于舒肝宁注射液中野黄芩苷的质量控制并

为质量评价提供参考。
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