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UPLC-PDA法测定龙胆泻肝散中
3种主要成分的含量
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摘要 本试验采用UPLC-PDA法对黄芩苷、栀子苷和龙胆苦苷进行色谱分离和快速定量测定，以ACQUITY
UPLCTMCSHC18色谱柱（2.1 mm×100 mm,1.7 µm）为分离柱，柱温 35 ℃；以甲醇-水（0.1%磷酸）进行梯度洗脱；流

速：0.35 mL/min；进样量：1 µL；检测波长为 254 nm；通过保留时间、光谱图和峰面积等参数对 3种主要成分进行

定性鉴别和定量检测，建立超高效液相色谱（UPLC-PDA）测定龙胆泻肝散中主成分黄芩苷、龙胆苦苷和栀子苷

的含量。试验结果显示：每1 mL含龙胆苦苷8 µg、栀子苷5 µg和黄芩苷10 µg的对照品溶液信噪比≥3为检出限，

每 1 mL含龙胆苦苷 16 µg、栀子苷 10 µg和黄芩苷 20 µg的对照品溶液信噪比≥10为定量限，完全满足检测需求。

该方法前处理简单，目标物理论塔板数高，色谱分离度好，分析速度较快，节省时间，适用于龙胆泻肝散中 3种主

成分的定性鉴别和含量检测。

关键词 龙胆泻肝散；定性鉴别和含量检测；二极管阵列检测器；超高效液相色谱法

龙胆泻肝散是一种中药散剂，是由龙胆、栀子、

黄芩、柴胡、甘草、当归、车前子等10味药材粉碎而成

的复方粉末，活性成分主要是龙胆苦苷、栀子苷和黄

芩苷；方中以龙胆泻肝胆经实火，除下焦湿热为主药；

辅以黄芩、栀子泻火清热，助龙胆清肝胆实火；泽泻、

木通、车前子利尿，引湿热从尿而出，从而可助龙胆清

利肝胆湿热；然而方中主辅药皆为苦寒之品，为使其

不致苦燥伤阴，并防止肝胆火盛耗伤阴液，故加当归、

生地养血益阴以和肝，这样配伍以达泻中有补，使邪

去而不伤正，均为佐药；甘草和中协调诸药；柴胡疏肝

胆之气，并用作引经药，皆为使药，诸药合用，而有泻

肝火利湿热之效。功能主治：泻肝胆实火，清三焦湿

热。主治目赤肿痛，淋浊，带下[1-2]。

在中国兽药典 2015年版二部等文献对龙胆泻
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肝散等相关制剂中龙胆苦苷、栀子苷和黄芩苷均采用

高效液相色谱方法[2-14]对含量进行测定，药典中检测

采用梯度洗脱的方式，运行时间长，流动相用量多。

本试验开发了超高效液相色谱-二极管阵列检测法

（UPLC-PDA）对 3种主成分进行定性鉴别和含量测

定，梯度洗脱所用的时间缩短90%以上，用来测定龙

胆泻肝散中 3种主要成分的含量，精准快捷，绿色

环保。

1 材料与方法

1.1 药品及试剂

龙胆苦苷对照品批号 110770-201314，含量

99.1%，购自中国食品药品检定研究院；栀子苷对照

品批号 110749-201316，含量 97.5%，购自中国食品

药品检定研究院；黄芩苷对照品批号 z0271504，含
量 96.9%，购自中国兽医药品监察所；磷酸为优级

纯，甲醇为色谱纯；所用水为超纯水；龙胆泻肝散，

来自兽药企业报批产品。

1.2 仪 器

Waters 2695高效液相色谱仪；Waters AcquityTM
Ultra performance LC超高效液相色谱仪；二者均购

自美国waters公司。

1.3 方 法

1）供试品溶液的配制。严格按照中国兽药典

2015年版二部龙胆泻肝散质量标准。

2）标准储备液的配制。精密称取龙胆苦苷、栀

子苷和黄芩苷对照品适量，按照中国兽药典 2015年
版二部龙胆泻肝散质量标准，配制成含黄芩苷 200
µg/mL、龙胆苦苷 160 µg/mL和栀子苷 100 µg/mL储
备液。

3）标准工作液的配制。取适量标准储备液，配

制成系列标准工作液，见表1。

4）色谱操作条件及参数。色谱柱采用waters公
司 CSH C18色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 µm）；流动

相A为甲醇，流动相B为0.1%磷酸水溶液，按表2程
序进行梯度洗脱（甲醇由 12%逐步升高到 55%，又

逐渐下降到 12%，均采取 6号曲线速度变化模式）；

采用二极管阵列检测器，其扫描范围为 190~400
nm，检测波长选择 254 nm，柱温选择 35 ℃，进样室

温度10 ℃，流速为0.35 mL/min，进样量为1 µL。
5）重复性试验和精密度试验。精密吸取龙胆

苦苷、栀子苷和黄芩苷对照品储备溶液，制成含龙

胆苦苷 40 µg/mL、栀子苷 25 µg/mL和黄芩苷 50 µg/
mL的混合对照品溶液，重复配制 6份，上机测定，

计算 3种成分峰面积 RSD。精密吸取上述混合对

照品溶液 1份，重复进样 6针，计算 3种成分峰面积

RSD。
6）检测限和定量限的测定。对 3种主要成分的

混合标准工作液采用UPLC-PDA进行检测分析，并

倍比稀释成多个不同浓度，以溶液检测时的信噪比

S/N≥3时作为检测限，S/N≥10时作为定量限。

7）不同色谱条件样品检测比较。使用超高效

液相色谱仪（流速：0.35 mL/min；进样量：1 µL）和高

效液相色谱仪（参照中国兽药典 2015年版二部[1]，流

速：1.0 mL/min；进样量：10 µL）在不同的色谱条件

下上机检测，对同一样品中龙胆苦苷、栀子苷和黄

芩苷的保留时间、峰面积和含量等参数分别进行

比较。

2 结果与分析

2.1 色谱分离

在超高效液相色谱中，通过不断优化色谱，测

得龙胆苦苷、栀子苷和黄芩苷色谱峰峰形对称，分

离度良好，达到基线分离；在 1.3中 4）条件下，龙胆

表1 标准工作液各成分浓度 µg/mL
标准工作液中各成分浓度

标准工作液1
标准工作液2
标准工作液3
标准工作液4
标准工作液5
标准工作液6

黄芩苷

200
150
100
50
20
10

龙胆苦苷

160
120
80
40
16
8

栀子苷

100
75
50
25
10
5
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苦苷、栀子苷和黄芩苷对照品和龙胆泻肝散样品，

色谱保留时间分别约为 4.9、5.5、9.7 min，分离度均

满足要求。

2.2 线 性

在优化的色谱条件下，采用梯度洗脱的方式，快

速有效地分离主要成分的色谱峰，龙胆苦苷、栀子苷

和黄芩苷的线性良好。龙胆苦苷在 16~160 µg/mL
范围内标准曲线：y=3 652.8x+5 218，R2=0.999 4。栀

子苷在 10~100 µg/mL范围内标准曲线：y=2 897.6x+
2 683.2，R2=0.999 5。黄芩苷在 20~200 µg/mL范围

内标准曲线：y=5 844.5x+521 8，R2=0.999 4。理论塔

板数：龙胆苦苷、栀子苷和黄芩苷均大于 7 000，柱
效良好。

2.3 重复性试验和精密度试验

配制含龙胆苦苷 40 µg/mL、栀子苷 25 µg/mL和
黄芩苷 50 µg/mL的混合对照品溶液，重复配制 6
份，进样，并计算龙胆苦苷、栀子苷和黄芩苷其峰面

积RSD分别为 0.62%、0.64%、0.57%，完全满足试验

要求。

取含龙胆苦苷 40 µg/mL、栀子苷 25 µg/mL和黄

芩苷 50 µg/mL的混合对照品溶液 1份，重复进样 6
次，并计算龙胆苦苷、栀子苷和黄芩苷其峰面积

RSD分别为 0.36%、0.42%、0.55%，完全满足试验

要求。

2.4 检测限和定量限

龙胆苦苷 8 µg/mL、栀子苷 5 µg/mL和黄芩苷

10 µg/mL对照品溶液信噪比≥3定为检出限，龙胆苦

苷 16 µg/mL、栀子苷 10 µg/mL和黄芩苷 20 µg/mL
的对照品溶液信噪比≥10定为定量限。

2.5 不同色谱条件样品检测结果的比较

不同色谱条件下 3种化合物保留时间、理论塔

板数、运行时间等参数的比较见表 3。由表 3可知，

使用 waters公司的 CSH C18色谱柱保留时间短，理

论塔板数也高，运行时间短，性能完全满足检测

需求。

通过响应值比较及光谱图各成分的最大吸收

波长分别为 274.5、240.2、277.5 nm，由于 3种成分的

波长相差较远，为了顾及三者化合物的响应，依然

选择中国兽药典 2015年版二部选择的 254 nm作为

含量测定的检测波长。UPLC对照品光谱图见图 1，
HPLC对照品光谱图见图 2；UPLC对照品色谱图见

图 3，HPLC对照品色谱图见图 4，不同批次的样品图

见图 5~图 10。保留时间分别为 4.9、5.5、9.7 min，满
足实验室的检测要求。

2种试验色谱方法均已通过其方法学验证，均

可以准确控制其指标成分。从检测效率和色谱图

上看，本试验优选超高效液相色谱法，各色谱图见

图3~图10。

表2 梯度洗脱程序

时间/min
0.0
0.5
1.0
2.0
2.5
6.0
7.0
11.0
12.0
12.8
13.5
14.0

流动相A/%
12
12
18
18
20
20
48
48
55
20
12
12

流动相B/%
88
88
82
82
80
80
52
52
45
80
88
88

曲线

6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6

表3 不同色谱条件下的主成分保留时间、理论塔板数、运行时间参数的比较

主要成分

黄芩苷

龙胆苦苷

栀子苷

UPLC（本次试验方法）

理论塔板数

39 900~40 100
7 800~8 000
8 590~8 890

保留时间/
min
9.69
4.93
5.47

进样量/
µL

1

运行时间/
min

14

HPLC（中国兽药典2015年版二部）

理论塔板数

10 400~10 600
15 000~15 200
14 500~14 930

保留时间/
min
43.91
18.87
20.71

进样量/
µL

10

运行时间/
min

60
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使用waters超高效液相色谱仪和普通高效液相

色谱仪，对同一样品中3种化合物的含量测定结果分

别进行比较，无显著差异，相对偏差均小于 1.0%，表

明本试验方法结果精准可靠，而且简单快速（表4）。

3 讨 论

3.1 流动相的选择

本研究采用的甲醇和 0.1%磷酸水溶液进行梯

度洗脱，原药典方法[1]采用的是甲醇和 0.2%磷酸水

溶液，因为0.1%磷酸水溶液可以很好地达到分离要

求，为了保护色谱柱，就选择了较低浓度的磷酸。

3.2 检测波长和流速、柱温的选择

本研究将龙胆苦苷、栀子苷和黄芩苷的对照溶液

图1 龙胆苦苷、栀子苷和黄芩苷对照品光谱图（UPLC）

图2 龙胆苦苷、栀子苷和黄芩苷对照品光谱图（HPLC）

图3 黄芩苷100 µg/mL、龙胆苦苷80 µg/mL和栀子苷50
µg/mL对照品UPLC色谱图（1 µL）

图4 黄芩苷100 µg/mL、龙胆苦苷80 µg/mL和栀子苷50 µg/
mL对照品HPLC色谱图（10 µL）

图5 龙胆泻肝散1 UPLC色谱图（1 µL）

··10
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利用PDA检测器采集其光谱图，在波长 190~400 nm

范围内进行扫描，龙胆苦苷、栀子苷和黄芩苷分别在

274.5、240.2、277.5 nm处有最大吸收，根据光谱图的

波形变化可以判断其是否含有主成分。改变色谱柱

柱温33、37 ℃，流速0.35 mL/min不变，保留时间上下

浮动0.5 min以内；改变流动相流速0.34、0.36 mL/min，
柱温35 ℃不变，保留时间上下浮动0.5 min以内，均能

达到良好的分离度和精确的含量测定结果。色谱柱

性能稳定，适合本项目3种目标化合物龙胆苦苷、栀子

苷和黄芩苷含量的测定。最终选择254 nm作为检测

波长，35 ℃柱温，不同条件下保留时间见表5。
3.3 流动相流速的比较

超高效液相流动相的流速为 0.35 mL/min，需要

运行 14 min，每针运行需要 4.9 mL流动相，而且平

衡和冲柱子的时间也大大缩短，检测 1个样品大约

需要 2.5 h；高效液相色谱仪器流速为 1.0 mL/min，运

图6 龙胆泻肝散1 HPLC色谱图（10 µL）

图7 龙胆泻肝散2 UPLC色谱图（1 µL）

图8 龙胆泻肝散2 HPLC色谱图（10 µL）

图9 龙胆泻肝散3 UPLC色谱图（1 µL）

图10 龙胆泻肝散3 HPLC色谱图（10 µL）

表4 不同色谱条件检测结果 （n=4）mg/g

不同企业报批产品

龙胆泻肝散制剂1
龙胆泻肝散制剂2
龙胆泻肝散制剂3

黄芩苷

HPLC
4.43
11.42
1.89

UPLC
4.44
11.43
1.88

龙胆苦苷

HPLC
1.99
1.96
0

UPLC
1.98
1.98
0

栀子苷

HPLC
3.63
3.41
0

UPLC
3.62
3.42
0
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行时间1 h，每针运行需要60 mL流动相，平衡色谱柱

和洗脱色谱柱的时间都很长（大约各需要1 h），检测

1个样品大约需要 10 h。超高效液相色谱更节约试

验耗材溶剂等，每运行 1针节省 55 mL流动相，超高

效液相色谱方法产生废液少，更环保和快捷。

3.4 本方法与药典方法的结果对比

本试验针对3个企业批次的龙胆泻肝散进行含量

检测，分别采用超高效液相色谱方法和高效液相色谱

方法，龙胆泻肝散和龙胆苦苷、栀子苷和黄芩苷含量相

对偏差均小于1.0%，2批次合格，1批次不合格。企业

可以根据快速的检测结果，返工查找不合格的原因，查

找是药材不合格还是混合不均匀等因素导致的。本方

法运行1针需要14 min，比药典方法60 min节约时间

46 min，提高了检测效率。本方法高效快速准确可行。

3.5 结 论

本研究建立的UPLC-PDA检测法，对龙胆泻肝

散中 3种主成分龙胆苦苷、栀子苷和黄芩苷进行定

性鉴别和含量测定，具备精准快捷、经济环保的特

点，能有效控制龙胆泻肝散的质量，可以作为备选

内控标准方法。
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表5 龙胆苦苷、栀子苷、黄芩苷不同条件下保留时间 min
不同条件

0.35 mL/min柱温35 ℃
0.34 mL/min柱温35 ℃
0.36 mL/min柱温35 ℃
0.35 mL/min柱温33 ℃
0.35 mL/min柱温37 ℃

龙胆苦苷

4.92
5.06
4.84
5.04
4.89

栀子苷

5.51
5.59
5.34
5.57
5.40

黄芩苷

9.88
10.09
9.70
9.91
9.85
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